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序 論
ポリ ア ミ ン は ､ ほ とん ど例外なく地球上 の あ
らゆる生物に普遍的 に存在す る低分子塩基性生
:壁活性物質の総称 で ある｡ 代表的なポリア ミン は
Putr escin e 苫iNノ -
N E2
プ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミジ ン ､ ス ペ ル ミ ン の 3種
(Fig･ Ⅰ-1) で あり､ 生体内では m M オ ー ダ ー の sI妃 rmi 血e E2Nノ へ - ～ N ノ -
N E2
非常に高濃度 で存在 し､ 一 価 の イ オ ン を除く と 苫
A T P､ Mg
2'
と共 に三大成分 で あるo そ して ､ 細胞 fI
内の ポ リア ミ ン 漉度は ､ 生合成 ･ 分解系 ､ 輸送系 Sp r min e EヱNノ ヽ ノ ､ N ノ W
N
w N Ⅱ2
に よ り非常に厳密 に調節されて お り ､ こ れらポ リ
ア ミ ン が 枯渇す る と細胞増殖 の停止 が 起 こ る事
か ら､ 細胞増殖 ･ 分化 の必須因子 と して位置付け
られて い る(1)0
細 胞増殖必須 因子 と し て の ポリ ア ミ ン
且
Fig. 1
-1. C he mic alstrtJ Ctu r e Ofpolyamin e s.
ポ リア ミ ン と細胞増殖 の 関連性が注目され始めた の は 1948年に HerbstとSn ellが ある種 の 乳酸菌
の 発育に ポリ ア ミ ン が必須 で あると報告 した こと に端 を発する(2)Q 次い で ､ 19 71年に Ru ss el らが ガ
ン 患者 の尿中にポ リ ア ミ ン が増加する こ とを報告 し(3)､ そ の 後ポ リア ミ ン 生合成欠損株が 大腸菌(4)､
酵 母(5)､ チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ ー 卵巣細胞(6)で分離され ､ ポ リア ミ ン の培地 へ の添加が細胞増殖を強
く促進するこ とが示 された ｡ こ の こ とか ら､ ポリア ミン は細胞増殖必須因子と して の 地位が確立 した ｡
ポリア ミ ン 代謝 (生合成 ･ 分解系 ､ 輸送系)
真核細胞にお い て ､ ポリア ミ ン生合成の 最初の 律速反応は ､ オル ニ チ ンか らプ トレ ス シ ン を合成
する O DC (オ ル ニ チ ン脱炭酸酵素) に よ っ て行わ れ るo 続 い て ､ A doM etD C(S- アデノ シ ル メ チオ ニ
ン 脱 炭酸 酵素) が ス ペ ル ミ ジ ン及 び ス ペ ル ミ ン 合成 に 必 要な ア ミ ノ プ ロ ピ ル 基 供 与体 と して
dc-A doMet (Si(5
'
- ア デノ シ ル)13- メチ ル チオ プ ロ ピ ル ア ミン) を合成し､ S P Dsyn (ス ペ ル ミ ジ ン合成
酵素) 及び S P Msyn (ス ペ ル ミ ン合成酵素) に より､ それぞれプ トレス シ ン か らス ペ ル ミジ ン ､ ス ペ
ル ミ ジ ンから ス ペ ル ミ ン を合成す るo 細胞 内の dc-A doMet濃度は大変低く ､ また SPDsyn 及 び SP Msyn
の発現が - 定で ある こ とから､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン合成の律速は A doM etD C活性 に依存するo
一 方 ､ ポリア ミ ン分解系に係 わる酵素は 2種ある. 初めに ､ ス ペ ル ミジ ン及び ス ペ ル ミ ンが ssA T(ス
ペ ル ミジ ン/ス ペ ル ミ ン Nl- アセテ ル 基転移酵素) により ､ ア セチ ル化され ､ 続 い て ､ PR O(ポリア ミ
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ン酸化酵素) に よ っ て ､ それ ぞれプ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミジ ン に変換される(7, 8).
真核細胞 の ポリア ミ ン輸送系は ､ 酵母にお いて 液胞膜上に存在す る 5種類 の輸送系がク ロ ー ニ ン
グされて い る(9, 1 0)｡ しか しなが ら, 形質膜上に存在する輸送系 の 実体は未だ明らか にはな っ て い な
い
｡ また ､ 動物細胞に つ い て も3種 の ポリア ミ ン の 取り こみ ･ 排出の 活性は保持 して い るが , 形質膜
上､ 細胞内小器官等にお い て ､ そ の 輸送系の 実休は明らかにな っ て い ない c
細胞内ポ リア ミ ン 量 の 制御
細胞内ポ リア ミ ン量の 維持機構は ､ 特 に細胞内 o D C量 の調節機構 を中心 に詳細な解析 がされて
い る｡ 細胞は ホ ル モ ンや肝再生とい っ た増殖刺激 ､ ポリ ア ミ ン 生合成阻害剤 に よるポリア ミ ン枯渇な
どに より ､ o D C活性の 増加 を引き起こ し､ ポリア ミ ン の 合成を誘導する(ll)｡ 反対に , 培地 - の過剰
量の ポリア ミ ン 添加で は ､ O D C活性は急激に減少する(12)｡ これ らの活性の 変動 は､ 細胞内ポリア ミ
ン 量を 一 定の レ ベ ル に維持す るため ､ 転写 ､ 翻訳及 び m R N Aや蛋白質の 分解などの様々 な レ ベ ル で制
御されて い る｡ 特に O D C蛋白質分解 レ ベ ル の制御 は詳細 に解析 され て い る ｡ O D C蛋 白質は ､ 半減期
がお よそ1 0- 30分と細胞内で最も代謝回 転の 早い 蛋白質と して知られ ､ こ の 分解 を促進す る調節蛋白
質の A Z(O D C- ア ン チ ザイム) が同定され て い る(13)a A Zは＋1 フレ ー ム シ フ トに より和訳され る ユ
ニ ー クな蛋白質で ､ 細胞内ポリア ミ ン量が上昇するとフ レ
ー ム シ フ ト効率が促進 され , 合成された A Z
& >
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は O D Cを婿足 し､ 非 エ ビ キチ ン依存的 に 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム によ っ て O D C の分解を引き起こ し､ ポ
リア ミ ン合成 を負 に制御す る(14, 15)｡ 更に ､ A Zは O D C の分解促進だ けで なく ､ ポリア ミ ン の 取り込
み 阻害 ･ 排 出促進 の機能もあり(16,17)､ 細胞 内ポ リア ミ ン濃度の厳密な制御の
一 端 を担 っ て い るo 一
方 ､ A doM etD Cに関 して は ､ 培養細胞 - の 血清添加に よ る増殖刺激やイ ン ス リ ン刺激､ また ､ ポリア
ミ ン 合成阻害剤投与に より ポ リア ミ ン を枯渇 した細胞で の A doM etD Cm R N A及び蛋 白質量 の増加 ､ 逆
に ポ リア ミン 添加に よる液少などの 報告が あり(18-2り､ A doMetD Cも様々 なレ ベ ル で発現調節を受け
て い る事がう かが える｡ しか しなが ら､ O DC の発現調節と比 べ 報告数が少なく不明な点も多い ｡
ポリ ア ミ ン の 生理機能
ポリ ア ミ ン はそ の カチ オ ン と して の性質か ら細胞内にお い て ほとん ど遊離の 状態で存在 して おら
ず ､ 核酸 ､ 特 に R N A成分と相互作用 して い る事 が示 され て い る(22)o 従 っ て ､ ポリ ア ミ ン に よる細胞
増殖促進効果 は転写又 は細訳 レ ベ ル で 起こ っ て い る｡ そ の 中で も､ ポリ ア ミ ン が特定蛋白質 の合成を
促進する こ とが知られて い る ｡ そ の ひとつ が チ ミジ ン キナ ー ゼ であ る こ とが ､ ウシ リ ン パ球の 同調培
養 実験か ら見出され(23)､ ポ リア ミ ン に よる特定蛋 白質合成の 促進が細胞増殖の 一 部に直接 関わ っ て
い る こ とが明 らかと なっ て い る｡ また ､ m R N Aは構造上 5' -U T R(5'非翻訳領域) を持ち､ そ の長さ
が翻訳効率に影響す る事が知られ て い る ｡ こ の 5
'
- U T Rが 立体構造 を取 りやすい G Cに富ん で い る場
合 ､ 低濃度 の ポリア ミ ンで蛋 白質合成を促進 し､ 高濃度 で阻害する ことが明らかとなっ て い る(24,25)｡
こ の ようなポ リア ミ ン に よ っ て m R N A の構造 を変化させ るこ とで 蛋白質合成 を制御す る効果は大腸
菌 にお い て 分子 レ ベ ル で明らかにな っ て い る(2 6-28)0
ポリ ア ミ ン は核酸との相互 作用以外に も蛋 白質と相互 作用する こ とも細胞にとっ て重要である｡
蛋白質合成開始因子 と して 同定され た eIF5 Aは ､ 50番目 の リジ ン残基が ス ペ ル ミジ ン を基質 に ハ イプ
シ ン化とい う翻訳後修飾を受けて成熟蛋 白質に なるこ とが示 されて い る(2 9)o そ して ､ こ の ハ イ プ シ
ン化 の 1 最階 目を触媒する D H S(デオキ シ - イ ブ シ ン合成酵素)､ ある い は eIF5 Aの欠損に より ､ 細
胞は生育で きない ことが酵 母で証明され て い る(30, 31)0
最近 の研究で は ､ 新たにポ リア ミ ン が高次機能系を制御す るモ ジ ュ レ ー タ ー と して機能する こと
が 示 されて い る. 内向き整溌性 K
'チ ャネ ル とグル タミ ン酸受容体の Na
＋
と Ca2
＋
を通す A M F A(α-2- ア
ミノ -3- ヒ ド ロ キ シ ー5- メ チ ルイ ソキサゾ - ル 4 - プ ロ ピオネ - ト)/カイ ニ ン酸受容体にお いて ､ 内向き
整流活性 に ス ペ ル ミ ンが 関与 して い る こ とが明らか にな っ て い る(3 2-35). こ れ は ､ ス ペ ル ミ ンが細胞
の静止膜電位 の制御 ､ 及び活動電位 の 開催 の制御 に関与 して い る こ とを示す ｡ また ､ グル タ ミン酸受
容体の 中で ､ 記憶の形成や脳虚血時 の症状悪化に係わる N M D A(N- メチル ーD - ア ス パ ラギン酸) 受容
体は ､ グル タ ミ ン酸の 他にグリ シ ン を活性 に必要とする N㌔, Ca
2＋ チ ャネル であり､ ポリア ミ ン ､ 特に
ス ペ ル ミ ン に より脱分極時には促進 ､ 過分極時に は阻害という二 面的な調節を受けることが 明らか と
な っ て きて い る(33,36)c
以上の ような現状 を踏まえて ､ A doM etD Cに関する解析か らポリア ミ ン の生理機能に迫 る以下の
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課題に つ い て研究を行 っ た 8
【1】 マ ウス に存在する 3種の AdoM etDC遺伝子 の解析 (第 一 章)
【2】 マ ウス AdoMetDC遺伝子 (Amdl) の 構造解析 (第二 章)
【3】 A mdl遺伝子 ノ ッ クア ウト マ ウス の 作製と解析 (第三章)
ー6-
第 一 章
マ ウ ス に存在する 3 種 の A doM e息D C遺伝子 の 解析
寡 - 章
第 一 章 マ ウ ス に存在する3種の A 盛o朋 e毛D C遺伝子 の解析
序論 で も述 べ た ように ､ AdoM etD Cは ポリ アミ ン生合成律速酵素の うちの
一 つ で ､ ス ペ ル ミジ ン ､
ス ペ ル ミ ン 合成の た め の ア ミノ プ ロ ピ ル供与体を提供する酵素で あるo こ れまで ､ 筆者の グ ル
ー プで
は ､ A doM etD C の発 現 調 節 を調 べ る た め ､ A doM etD C の阻 害剤 で あ る E G B G(etbylglyo x al
bis(gu a nylbydra z o n e))に耐性を獲得 した ÅdoMetD C過剰産生細胞(S A M-I)を分離 し､ 親株で あ る F M3A
細胞に比 べ て A doM etD C蛋白質が約 5倍過剰産生し､ m R N A畳も相関 して増加 して い た こ とを報告
した(37)｡ そ の 際 ､ マ ウ ス の A doM etD CcD N Aを初めて 明らかに し､ 同時に報告された Waris らの
AdoMetD CcD N Aとも完全に - 敦 した(3 8)o 動物の AdoM etD CcD N A娃 ヒ ト､ ラ ッ ト､ ハ ム ス タ
ー
､
ア フリカ ツ メ ガ ェ ル 専でク ロ ー ニ ン グされて明らかにな っ てお り(39-41)､ マ ウ ス と ヒ ト及 び ラ ッ トの
A doMetD Cの ア ミノ酸配列を比較すると9 0 %以上の相同性を持 っ て い た｡ 噂乳動物の A doM etD Cは不
活性 なプ ロ エ ン ザイ ム と して翻訳 され ､ 31 k Da の α サブ ユ ニ ッ トと 7 k Da のβサ ブ ユ ニ ッ トに切断さ
れ ､ α サ ブ ユ ニ ッ トの N 末端の セ リ ン 浅基が ピル ビ ン酸 に変換されて 活性型 になる｡ こ の 過程は プ ト
レ ス シ ン に よ り促進され ､ 2 種類の サブ ユ ニ ッ トの - テ ロ 四量体 (α2β2) の 形で存在 して い る(42, 43)o
これ ま で に ､ ヒ トとラ ッ トで は ､ ゲノ ム 上に存在する数種類 の A doMetD C遺伝子 が報告され て い
る｡ ヒ トの ゲ ノム 上に は ､ A M D lと AM D 2遺伝子 が存在す るこ とが報告され たが ､ 機能的遺伝子 は
A M D l遺伝子 の み で ､ A M D2遺伝子 は偽造伝子で ある ことが判明 した(4 4, 45)o また ､ ラ ッ トで は ､ 異
なるプ ロ モ ー タ ー 配列を持 つ AmdlAと Amdl B遺伝子が発見されて い た(46)が ､ そ の後の 解析 によ っ
て ､ これ ら2 つ の遺伝 子は対立遺伝子 である こ とがわか り ､ 更に ､ 偽遺伝子 は 3種存在するが機能的
遺伝子は 1種類だ けで あるこ とが 明らかと なっ た(47)｡ では ､ マ ウ ス に つ い ては どうか と言うと ､ Pers so n
らに よ っ てイ ン ト ロ ン レ ス で ありなが ら､ 機能的な A doM etD C遺伝子 がク ロ ー ニ ン グされた(48)｡ し
か しなが ら､ そ の 塩基配列が これまで に報告された A doMetD CcD N Aと 一 致 しない こ とから ､ マ ウ ス
ゲノム 上に も複数の A doMetD C遺伝子 が存在する事が示唆され た ｡ そ こ で ､ こ の 章では マ ウ ス ゲノム
上 に存在す る 3 種の A doMetD C遺伝子 の 5'上流領域を分離 し､ そ の転写活性能及び ､ そ の遺伝子 の コ
ー ドする蛋白質の 特徴に つ い て解析を行 っ た ｡
材料 と方法
マ ウス ゲ ノ ム D N Aライ ブラリ ー か らの A doMetD C遺伝子 C4mdl､ A md2) 5'上流額域
の分離
ヒ トAdoM etD Cm RNA の 5' - U T Rに相当す る cD N A(39)をプ ロ ー ブに用い て ､ マ ウ ス 12 9SvJゲノ
ム DNA ライブ ラリ
ー (Stratagen e) の ス クリ ー ニ ン グを行 っ た o プ ロ
ー ブは Bc aB E S TLabelingKit(宝
酒造) を用 い て【α-
3 2
p】d C T Pで ラベ ル した｡ 約 8 Ⅹ 10
5個の フ ァ ー ジをプラ ー ク ハ イプリダイゼ - シ ョ
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ン により ス ク リ ー ニ ン グした結果 ､ 10個以上 の ポジテ ィ ブク ロ ー ン侯祷が得 られ ､ シ ン グル プラ ー ク
か らD N Aを精製後 ､ 制限酵素に よ る切断及びサザ ンブ ロ ツテ ィ ン グに より解析 した c フ ァ ー ジ D N A
の 分離は Gro s sbergerの 方法で行 っ た(49)o そ の 結果 ､ 2 つ の有効なク ロ
ー ン を同定し､ イ ン サ ー トが
'18 kb､ 17 kbの ク ロ ー ン をそ れぞれ gA mdl､ gAmd2と名付けた o ヒ ト A doMetD CcD N A の 5
'
-U T Rに
ハ イ プリ ダイ ズする 2.7 kb(gA mdl)､ 1.6 kb(gA md2) の Sa cI断片をpG E M-3 Z(Pr o m ega) にサブク
ロ ー ニ ン グして 塩基配列を決定 したo 塩基配列は Ther m oSequ en as eFlu ores c ent Labelled Prim er Cycle
sequ en cing Kit (A m ersha m Pharm acia Biote ch) を用い て 反応 し､ オ
ー ト シ ー ク エ ン サ ー D SQ-2000( 島
津製作所) を使用 して決定 した o
F M 3 A細胞 か ら の A doM etD C遺伝子 (A md2､ A md3) 5'上流領域の 分離
F M 3 A細胞か らめ A doM etD C遺伝子 5'上涜領域の ク ロ ー ニ ン グは Cass ette & CassetteP rim er(宝酒
逮) を用 い る ゲノ ム D N Aウオ ー キ ン グ法に より行 っ た(50)0 F M 3 A細胞 か ら調整 した ゲノム DN A(51)
は ､ Ec oRIも しく は .gbaI で切断 し､ そ れぞれ Ec oRI Cass ette, X bal Cass ette と ライ ゲ
- シ ョ ン して ､ そ
れ を鋳型 に2 段階 pcR を行 っ た｡ 1段階 目は Cas sette プ ライ マ ー C lとプ ライ マ ー Sl(A doM etD C遺伝
子 の転写開始部位 か ら 213-23 6番目に相当) の組み合わせ で行 い ､ 2 段階目は Cassette プ ライ マ
ー C 2
と EcoRlも しく は .ZbaI認識 配列を含む プ ライ マ ー S2(A doM etD C遺伝子 の転写 開始部位か ら119-142
(Ec oRl) もしくは 72-94 (一祖 aI) 番目 に相当) で行 っ た o 増幅され た断片は EcoRIも しく は m aIで
切断 し､ M 1 3mp1 8(宝酒造)にサブ ク ロ
ー ニ ン グ (pM 1 3-A md2､ pM 13- Am d3) して塩基配列 を決定
した｡
A doM etD C遺伝子 プ ロ モ ー タ ー - リポ ー タ ー 遺伝子 プ ラ ス ミ ドの 構築
gA mdl と gA md2 の Sa cI 断片をリ ポ
ー タ ー 遺伝 子 と して ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド して い る
pG L3
- Basic v e ctor (Pro mega) に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ して ､ そ れ ぞ れ p(-139 6什13 11)A mdl-L U C､
p(-11 60 什4 00)A md2- LUC を作製 した o 続 いて ､ A doM etD Cの葡訳領域を除くた め ､ これらの プラ ス ミ
ドを ♪肋eI で切断 し､ ベ ク タ ー だ けでリ ライ ゲ - シ ョ ンす る こ と に よ り ､ p(-13 96/＋3 3)A md トL U C､
p(-1160/＋33)A m d2- L U Cを作製 した o 更に ､ プ ロ モ
ー タ ー 領域 の短 い プ ラ ス ミ ドp(-36 6/＋33)A md トLUC
は ､ p(-1 396/＋3 3)A m dl-L U Cを Sa cIと Ms cIで切断後 ､ 平滑化 して リライ ゲ
- シ ョ ン によ り作製 したo
同様 の方法で ､ p(ヰ41/＋33)A md2- L U Cは p(-11 60/＋33)Am d2-L U Cを Sa cIとKpnI で切断 して作製した o
pp G V- Am dl- LUC､ PP GV- Am d2-L U C､ PP G V- Amd3- L U Cは Sa cI認識配列を含むそれぞれ の遺伝
子プ ロ モ ー タ ー 領域 の 5'末端 プライ マ - (Amdl, 5' -TCC A C C A G T T GAGC T C A TGG A G TA-3
'
;Amd2, 5
'
-
T T T G A G C T C A TA A C CC CA T GG A C A AG GA A-3
'
; Amd3, 5
I
- T T G T GGAGC T C C C TGA G C C TGA G G-3
'
)
と 3,末端の プ ライ マ ー (5' -GA G GCAGA TA C A G T T C A G TT C T T-3
') との PCR によ っ て増幅 し､ Sa cI
とN heIで切断 した断片をpP G V- B cass ett v e ctor(ニ ッ ポ ン ジ
ー ン)に挿入 し､更に pM A Mn e o(Clo nte ch)
の n e o
r(ネオ マ イ シ ン耐性遺伝子) を含む Ba mH I断片 を挿入 して作製した. PP G V-B IL U Cは ､ 同様 の
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i - i
方法で pP G V- B c ass ett ve ctor に pM A Mn e o の n e o
r を含む B - H I断片 を挿 入 し て 作製 した o
PP GV
-SV 40- L U Cは pP GV- C controlv ectorの Sa cI- H indIII断片 (1･5 kb) をpP G V
-B の Sacl- m ndIII断片
(1.2 kb) と 入れ 替えた後 ､ pM A Mn e oの n eo
r を含む Ba mHI断片を挿入 して作製 した o
細胞培養
N IH 3 T3と C O S-1細胞 は Am eric anType CultureCollectio n(A T C C) より入 手 した o B W l細胞 (マ
ウス 肝細胞 ガ ン 由来) は Dr. G . L. H am m o nd (Ontario Regiohal CaJIC erCe nter, Ca n ada) よ り､ N 2 A細胞
(マ ウス 神経芽細胞腫由来) は Dr. E. Castr6n (Univ ersity of Ku opio, Finland) より供与 され た o これ ら
の細胞は25 U 血1ペ ニ シ リ ン G､25 U血1ス ト レ プ ト マ イ シ ン ､ 10% 牛胎児血清 を含む D M E培地(Sigm a)
で培養 した ｡
F M 3 A細胞 (純系c 3 H /He nマ ウス 自然発生乳がん由来) はヒ ュ
ー マ ン サイ エ ン ス 振興財団か ら入
手 した . Ayu s a w aらの 方法(52)に従 い ､ F M 3 A細胞 は ､ 50 U/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン ､ 100 U /ml
ペ ニ シ
リ ン G､ 50pg/mlゲ ン タ マ イ シ ン ､2% 牛胎児血清を含む E S培地(日水製薬)で培養 を行 っ た o A doM etD C
の 阻害剤 で ある ethylglyo x al bis(gu anylhydrazon e)(E G B G) に耐性を獲得した SA M
-1細胞(37)は F M 3 A
細胞と同様 の培地 に 50ドM E G B Gを添加 して継代培養 を行 っ たo
A doM etD C遺伝子プ ロ モ ー タ ー 活性 の 測定
一 過性 トラン ス フ ェ ク シ ョ ン に よるプ ロ モ
ー タ ー 活性の 測定には ､ N IH 3 T3､ C O S-1､ B W l､ N 2A
細胞を使用 した o トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン はリ ン 酸カ ル シ ウム 法で行 っ た(53, 54)c l･5
- 2･O x lO
6
偶の細
胞を10c m デ ィ ッ シ ュ に準備 し､ それぞれ の 15pgの リ ポ ー タ
ー 遺伝子プ ラス ミ ド D N A(pG L 3- Basic,
pGL3-S V40- LUC, p(-139 6/＋33)Amd トL U C, p(
-36 6/＋33)Amdl-L U C, p(-11 60/＋33)A md2
- L U C
,
p(4 41/＋33)A md2-L U C) と5 pgの pS Vβ-gal D N A(A m ershaJnP har m acia Biotech) の混合物 を加 えて ､
18- 20時間イ ン キ エ ペ T シ ョ ン し､ 新しい培地に交換後 24-26時間培養 して細胞を集めた . 細胞抽出
液の調整 と ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性の 測定は Palvim oらの方法で行 っ た(53)0
scaI で 直 鎖 化 し た リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 プ ラ ス ミ ド (PPGV-B -L U C､ PPGV-S V 40-L U C､
PP GV
-A mdl-L U C､ PP G V-A md2
- L UC､ PP G V-A md3-L U C) は ､ K im u raらの 方法(55)に従 い ､ エ レ ク ト
ロ ボ レ ー シ ョ ン法 に よ っ て FM 3 A細胞 - トラ ン ス フ ェ ク トした o トラン ス フ ェ クタ ン トは 1 mg/ml
G418(Li fe Techn ologie s)､ 5 % 牛胎児血清を含む 0.5 %軟寒天培地で 10日間培養 して選択 した o ル シ
フ ェ ラ ー ゼ活性の 測定は 2 Ⅹ10
6個の細胞からの抽出液を用い て ､ PicaGen e
TM
a ssay K it(ニ ッ ポン ジ
-
ン) に添付されたプ ロ ト コ ー ル に従い ､ TD-20/20 Lu min o m et r(Tu m erDesigns) で測定 した .
p c R､ サザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グによる A doMetI)C遺伝子 の解析
F M 3 A細胞 とS A M-1 細胞か ら標準的な方法(51)により分離したゲノム DN Aを1 pg用 いて ､ P C R
ー10-
i - i
を行 っ た o 使用 した プライ マ ー とそ の組 み合 わせ は Fig.1-4 に示 した c
サザンブ ロ ツ テ ィ ン グは2 0帽 の ゲノ ム D N Aを H indIIIも しく は B aIで切断後 ､ 1%アガ ロ
- ス
ゲル電気泳動を行 い ､ Gen eScree nPlus
TMメ ン プ レ ン (Du Fo nt-Ne wEnglarld Nu clear) に転写 した ｡ そ
して ､ 転写後の メ ンプ レ ン は
32
p で ラ ベ ル した プ ロ - プで ハ イ プ リダイ ズ し､ B A S2 000イ メ
ー ジ ン グ
アナ ライザ ー ( 富士 フ イ ル ム)で解析 した o プ ロ
ー ブ は ､ ヒ トA doM etDC CD N ApS A M h l(39)の Pv uII-X ba王
断片 (1.2 kb)､ Am dl遺伝子プ ロ モ ー タ ー 領域 の Sa cトN heI断片 (i.4 kb)､ Am d2遺伝子 プ ロ モ
ー タ ー
領域の Ec oRl断片 (o.7 k b)､ Amd3遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域の X baI断片 (o･7 k b) を使用 したo
R T_P C Rに よ る Amdl､ A md2遺伝子 由来 mR N A の定量
全 R NA は Cathala らの方法(56)に従い ､ 2 x lO
7
個の細胞から分離 した Q R T-PC Rは 5 帽 の全 R N A
を用 い て ､ 逆転写反応を行 い ､ そ の 1/10を次の P C Rに使用 したo Am dl遺伝子 由来 A doMetD Cm R N A
を同定す る た め の P C Rは 5
'末端 の プ ラ イ マ - に 5
'
- GAGTA A T C A G T C A G C C A G A T C AA ACA-3
'
(A doMetD C cD N A の転 写 開 始 部 位 か ら 829-854番 目 に 相 当) と 3
' プ ラ イ マ ー に
5
,
_ G A ATA T G C C C T A G A A A G T G G A G GT旦⊆-3
' (A doMetD CcD N Aの転写開始部位か ら17 8 ト1806番 目
の 相補鎮に相当) を使用 したo Amd2遺伝子 由来 A doM etD Cm RN Aを同 定するた め に､ 上記の 5
ウ及 び
3,末端プ ライ マ ー の 下線部をそれ ぞれ ､ A - C､ G C- A Aに置き換 えたプ ライ マ
ー を使用 した ｡ p c R産
物は l%ア ガ ロ - ス ゲル電気泳動で分析 した ｡
大腸菌 で の マ ウス AdoM etD C蛋白質の 発現 と活性測 定
Amdl､ Am d2､ Am d3遺伝子 の コ ー ドする O R F(ope n r eading 舟a m e) をN deI認識配列を含む プ ラ
イ マ ー (5･ -T C T C A C GC A TA T G G A A G C T G C A C A T T-3
') と Ba mH I認 識 配 列 を 含む プ ラ イ マ ー
(5
,
_ C T T C A T G G AT C C T A A T C A A C T C T G-3
'
) とで P C Rを行 い ､ N deI､ Ba mHIで切断後 ､ 大腸菌発現 ベ
クタ ー pT7-7(57)に組み込 ん で pT 7-A mdl､ pT7
- Amd2､ pT7
-A md3を作製 した o また ､ pT7- Am d2(170 M)
は ､ pT 7-A md2を基 に ､ プ ライ マ
ー と して 5' -T G AGA G T A G C A T G m GT C T C C A A-3
'(A doM etD CCD N A
の転写開始部位か ら5 24-547番目 に相当) と､ こ の プライ マ
ー に完全に相繍的な逆向きの プライ マ ー
を用 いて ､ QuikC hange Site- Dire cted Mutage n esi K it(Stratage n e) によ り部位特異的変異導入 を行 っ て
作製 した. そ して ､ SpeE D オ ペ ロ ン の 欠失に より A doM etD C活性 の欠損 した大腸菌 HT5 51株(58)に
T 7 R N Aポリメ ラ ー ゼ遺伝子 を コ ー ドす る pGP ト2(59)と作製 した各 々 の pT 7プ ラ ス ミ ドを形質導入 し
た. 蛋白質の発現は ､ 30帽/mlプ トレ ス シ ン を含む Luria-Bertani培地 ､ 3 0
o
C で A600=0･5 ま で培養後 ､
42
｡
C で 15分間の培養に より T7 R N Aポリメ ラ ー ゼ の発現を誘導し､ 3 7
o
C で 更に 2時間培養 して から
集菌した ｡ 集菌後 ､ 超音波破砕し､ 16,000Ⅹ gで 30分間遠心後の上清を酵素溶液と した｡ A doM et D C
活性は S- ade n o syl心【ca rbovl-
14c]- m ethio nin eからの
14
c o2 の 生成量 を測定す る こ とに より行 っ た(41)o
ウ ェ ス タ ン ブロ ツ テ ィ ン グは酵素溶液の 蛋白質20脂 分をS D Sポリアクリ ル ア ミ ド電気泳動 し､
Im mobilo nP メ ン プ レ ン(M illipor e)に転写 し､ ラ ッ トAdoM etDC抗血清(19)を1 次抗体として ､ PlotBlot
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- 672 cgt tgct t t tctct t t tCtC t t t tga a ata g ga aga Cga C gCt tCtg gC t at tgtg
ta a a C C ⊂gtg gaga
- 6 0 2actgc ct tc a t tc c c a c atc
- 5 3 2c a cg 迎 L 旦Ctga C a at t
C R £
- 4 6 2a a a a a a at t 七 t t t 亡ta aa a a
- 3 9 2ta cgc c a a c c c agc agtg gC
- 3 2 2ctgc ta a c a gctgtgtgC a
- 2 5 2a atc c caga t
- 1 8 2tctgc a a c c a agctggtagt
aga ta a agc a
t ta ttgc cta
gC C a a a a a C C
C a C C C C C C C
O r
gcgtg g ga C a
C C a C Cga C
c c c ctgca ct
c a agc aga at
g gctgcgt tc
a c ctcggc t t
p
g
-
c ctcgcc tg
a a C agagCg g
ta a agcgc at
gtctcgtg ga
ga a a Cgaga a
gCga C a C C C C
tc tc c cgctc
tc tc c cgctc
C C a C C C C a CT
て…
t
g; 器;芸≡;
t
g;;;
t
g≡;≡;
t
a
g
g;慧だ……;≡_
a
A三…
(
LI B
t # c cga
aaca cgtga a
a C CgC a C ag g
tc c aga ctc c
tc c C C a C C ag
a ag g ga CagC
C agC Cg gCg
迎 呈C t tC C
C R E
C C ⊂C q ⊂C a
a a a atg gt t t
atc a a agc a C
ctc ctgt ttt
ctc c a c a agt
g gc agc tc C a
t tcg gcga Cg
tg gc ctgtcg
Ets-1 T A T A bo x
- 6 8 5c c c atg g ga c a ag ga atagt tga a CgtgCt C atCgC at t ta a a a a a at tg g
Ct t t ta a ag a C a a a a C ag g
- 6 1 5g gc agt tata tc c cC C a ag g tC a C a a a ag g C a C atC t tgC
t t t tgCt t ta t t tgt tCta a at t t tt t tg
- 545 c a a a ctga tg t ta a ag gtC a atCt tC agtg C a CtgC C a Ct g gC atC C agt ta Ct
tCtagt tCt ta tgC C a
- 475 tg gta aagtg gC ag ga CtC a t ta a Cta a ag a C C ag gtC Ct a atCtg g ga a
ag g g gCtC ag C Ctgtgt t t t
- 4 0 5t tc tc a a a a aga agatg gag CgCgatg gC t gC Ctgg ga ga t tagCt tgtC a a Ctgga C a C agatC C
tga a
- 3 3 5tct tctagta agta tga ctc ta a C Ct tga t ga 迎 主a a atC CtCt t tagCtga a a ag tta at t tg ga
A P-i
- 2 6 5gc a c agc t tc c a c c c c C aga ga agCtgC ag C Ct主 瀞 t tctcta ag c c a c ⊂
t tc c c c a c a ctg g ga
- 1 9 5gct t ta agtc ta a a ctgatC gt tgCtaat t tgC a a Ctgag tgagta C Ctg g
a CtCtC C a a a a a agC t t t t
- 1 2 5ata ctgt tgc t t t tc a at t tCC C a C C Ct tg t t tCtC a agC ag gtC
agC Ct ga CtgC agC a ggtqta C agC
- 5 5 ctc a c ct 笥声agtgc a ag tg gc a 町 議 蒜 ct tc at c
a aga a a c at tc tagGE;?
cA
- 6 8 1agta t t tga t gc aga tatCt Ctt ttagC a C t tagtC at ta a a a atC
tCtg gCtCtCtgta tat t t tC t tg
- 61 1t tgta tatc t ctgtgt tg gt tC C C atgta C tgC a ag?get a agC
C aga C a t tgatCtatg agtgtagC ag
- 5 4 1a atgtagt ta g gagtc at t t tat tgCtatg t tC Ct tC agC ag
a a C a atat t tg g gt t tgC C Ctag ga C C a
- 4 7 1tgc c ctatct a ct t tc a aga t t t tg ga C a C C Ca aga agta tC ag gC atgg gCtC C atCtC
atgtagtC ag
- 4 0 1tagtc agc ct ta a at tC a at a aga atgtg g t tgt t tat t ta C a C a a C ag主 瀞 ag t tgt tc c agc
- 3 3 1ata a ct tgc a gaga aga a a Ctat tgtaga t tg g g g g g g g gg gtgtgtag
C tg ga t tgatg gCta Ct t t tC
- 2 6 1tc ctctg ga a ga atgc agtg ta C C a C C C ag ta ta atgagC a Ctag
tC Cgt g g g gata a ag gatC tagt ta
- 1 9 1g gc a c c atct c a agt tct t tgtgt tC a atg aga ta tgtaa C # g at t tga tgC a
- 1 2 1ga at tgc a at atct tct tga
- 5 1 tc agtgt tgt c t tga agt t t
tgc at tgt t t tcct tgatga gtatgtagtg tctttc ctc a
a tat ta a a at g
■
gcta c a ct t
T A T A box
gGE;
ACAC A
taga tgtga a
tgta ttct ta
A
A
C
Fig. 1-1. Nu cleotide sequ enc es of the5
'
一 触 nking r egio nof Am dl(A),An zLL2(B)a nd Au zd3(C)ge n es･
D N Aele m ents for tr ans cription regulat ory factors analysed by GE N ETYX - M AC8･0(So 触ar eDe velopment)are sho wn below
m cleotide sequ e nc es. The traJISCription st art site is nt, mbered
＋1(ar rows)･ T he 5
'
-Banking n u cle otidesare sho Ⅵlinlower ca se
and those of 5
'
-UT R in tlPPerCaSelette rs･
we ster nblotA PSyste m(Pr o m ega)を使用 して行 っ た(60)o 蛋白質の定量は ロ
ー リ ー 法に より行 っ た(61)o
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大腸菌で 発現 させ た AdoMetD C蛋 白質の精製
A doM etD C蛋白質の 精製は Kashiw agiらの方法(57)を 一 部改変して行 っ た o 発現誘導 して集菌 した
大腸菌を､ フ レ ンチ プ レ ス に より破砕 した細胞懸濁液に 1 %(w/v)になるようス トレ プ ト マ イ シ ン を加
えて ､ 遠 ,L､ し沈殿 を取り除い たo 続 い て ､ 硫酸ア ン モ ニ ウム 分画に より3 5-6 5 %を集 め ､ m ethylglyo x al
his(gua nylhydraz o n e)-Sepharo s eを用い た ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ トグラフ ィ ー で 分画 ･ 精製を行 っ たo
結果
マ ウス A doMetD C遺伝子 の 5'上流領域 の 塩基配列
ヒ ト Ad. MetD C m虫N Aの 5
,
- U T Rに相当するプ ロ ー ブを用い て ､ マ ウス ゲ ノ ム D N Aライ ブラリ
ー をス クリ ー ニ ン グ し､ 制限酵素 マ ッ プ ､ 部分的な塩基配列を解析 した結果 ､ 二 つ の ポ ジテ ィブ ク ロ
ー ン を同定 し､ gAm dl､ gAmd2と名付けた o これ ら二 つ の ク ロ
ー ン はそ れぞ れ A doMetDC 遺伝子 の
1401及び 116 5rlt の上流領域を持 つ ク ロ ー ン であ る こ とを決定 したo 更に ､ FM3A 細胞か ら機能的
A d｡MetD C遺伝子 を分離するた め ､ ゲノ ム D N Aウオ
ー キ ン グ紘(50)を行 っ た と こ ろ ､ pM 1 3-A md2､
pM 13
-A md3と名付 けた 二 つ の ク ロ ー ン を分離 した o これ らす べ て の ク ロ
ー ン の 上涜額域塩基配列を解
析した結果､ gAmd 2と pM 13- Am d2は同 じ遺伝子 の ク ロ
ー ン で ある こ とが明らか となり ､ こ れ ら3種
の Ad.MetD C遺伝 子 をAmdl､ Amd2､ Amd3と してそ れらの上流領域塩基配列 の
一 部を Fig･ 1-1 に示 し
た｡ そ して ､ これ らの塩基配列か ら推定され る転写調節因子 の モ チ ー フ検索を行 い ､･そ の結果も記 し
たo Am dl､ Am d2､ A md3遺伝子 の全て にお いて ､ 転写開始部位か ら 20-3 0nt上流に基本転写因子 で あ
る T B P(TATA bo xbinding pr otein) が認識する典型的な TA TAbo x様配列が認 められ た ｡ そ して ､ そ の
他の 転写調節 因子 は特に Amdl遺伝子 に Spl､ C R E､ A P-2等の 多くの モ チ ー フ が認 められ た(Fig･ 1-1 A)
が ､ Amd2､ A md3遺伝 子に はあまり多くの モ チ ー フ は認め られ なか っ た (Fig･ ト1 Band C)0
続い て ､ す で に明らか になっ て い る ヒ ト A M Dl(44)及び ラ ッ ト Amdl B遺伝子(46)の プ ロ モ
ー タ ー
領域 と 3 種 の マ ウ ス A doM etD C 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー 領域 の 塩 基配 列 の 相 同性 を B ES T FIT
progr am(62)に よ っ て比較 したo そ の 結果 ､ Fig･ 1-2 に示す ように マ ウス Amdl遺伝 子がお よそ 60 %以上
の相同性 を示 した こ とか ら､ マ ウ ス にお ける真実の遺伝子 は Amdlで あると推測 され たo 更に ､ Perso n
らに よ っ て報告されたイ ン ト ロ ン レ ス で ありなが ら機能的な A doMetD C遺伝子 の 5
'上流塩基配列 5l
ntと gA md2及 び pM13-A md2により明らか とな っ た Amd2遺伝子 で完全に
一 致 したこ とか ら ､ Amd2
遺伝子はイ ン
●
ト ロ ン レ ス 遺伝子 で ある ことが強く示唆された｡
マ ウ ス AdoM ctDC 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 活性
3種の AdoMetD C遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 活性 を測定するため､ 一 過性及 び安定導入 トラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ンの ニ 通り の方法でリポ ー タ ー 遺伝子 であるル シ フ ェ ラ ー ゼ活性 の測定を行 っ た.
- 通性 トラ
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ide ntic al in all thre s equ e n c es a re m a rked bydotsbelo wthehu maJISequ e n C e･ Rata nd hu m aJI S equ e n c es arethose of Amd ]B
a nd
A = D lgenes re spectiv ely(44,46)I n etra n s criptio n startsiteis n umbered ＋1･ T he 5
'
-月anking n u cle otide s areshown inlow er c ase
andthose of 5
'
- U T R in up perc a s eltters･
ン ス フ ェ ク シ ョ ン で は ､ gAm dl及 び gA md2由来の プ ロ モ
ー タ ー - リポ ー タ ー 遺伝子プ ラ ス ミ ドを マ
ウス の それ ぞれ由来の 違う N IH 3 T 3(織経芽由来)､ N 2 A(神経芽細胞塵由来)､ B W l(肝ガ ン 由来)
とサル 由来 の CO S-1 ( 腎臓由来) 細胞株 に使 っ たo そ して ､ 安定導入 トラン ス フ ェ ク シ ョ ン で は ､ マ
ウ ス 乳が ん由来 F M 3 A細胞に 3種 の遺伝 子由来プ ロ モ ー タ
ー
- リ ポ ー タ ー 遺伝 子プラス ミ ドを導入 し
たo そ の結果 ､ 細胞株 の種類に よらず ､ Amdl遺伝子 プ ロ モ ー タ ー は Amd2遺伝子 よりも大変強 いプ ロ
モ ー タ ー 活性を示 した . そ して ､ Am d2遺伝子プ ロ モ
ー タ ー 活性 は各細胞株 で ほとん ど活性 を示さな
か っ た (Table ト1)o そ して ､ 安定導入 トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ンで長期間リポ
ー タ ー 遺伝子 の 発現が 可能
な F M 3A 細胞株 を分離 して プロ モ ー タ ー 活性を測定 した場合 ､ やは り ､ Amdl遺伝子 プ ロ モ
ー タ ー 活
性が最も強く , そ の 強さは Amdl>Am d2>Am d3で ､ 相対値はそれぞれ 1:0.14:0.02で あ っ た o こ の条件
下で は､ Am d2及び Amd3遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 活性も弱い なが ら測定が可能であっ た(Fig. 1-3). Am dl
プ ロ モ ー タ ー 活性の 強さは ､ コ ン トロ ー ル で ある SV 40プ ロ モ
ー タ ー 活性の お よそ 7 %ほ どで あっ た
(Fig. ト3 B)0
マ ウス A doMetD C遺伝子 の 構造
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Table 1-1 Actiyitie s of A do朋二etD Cgenepmz n oter 亡O n Stnl CtSin v 丑rio Ⅶ5 C ell 血es･
T he c el lin e w er etra rLSfTe cted with 也eindicated A do MetD Cge n epro m ote r co n stru cts a sdesc ri 加点in the
Ma:terials and Methods･ T 也e reporte rg皿 e a Cd vi 也es a re e3q)r eSS ed rel血 Ⅶ to that of 也e pro motedess
pG L 3
-Basic ve ctor w hich w a s set asl･ M 飽 n 士 S･D ･ v 血 e sfbr fo町 tO Six sq u ate e甲 erim e=tS W er e
deterHhed asindiczEted;in s o m e ca se s, m e an valn e s丘om qu adrtlPliate dishe sin a single e甲 d n 弧t ar e
sh 机 . n _d. , notdetermined.
A doMet D Cpro moter Relativ e reportergen e a c也vity(arbi&a ry units)
Co nstruct
柑H3 T3c ells N 2 Ac ens B W Ic ens C O S-1c ells
pG L3
-S V 4 0-L ロC 2 214
p(-13 96/＋3 3妙 m dl-L U C 12 3士 2 8
p(-36 6/＋33妙 皿d 1-L U C 3 1
p(-.1 160/＋33沖 皿d 2-L U C O･54土 0･1 3
p(-4 4 1/＋33)Amd2-L U C 1,7 8
1 S.5 78 7020
1 5.4 土 9.1
9.0 士 l.0
0.2 0土 0.0 4
I.0
6.0 土 1.5 11 7.0 土20
n .a. n .a.
0.3 0土 0.24 0.8 士 0.1
n .d. n .a.
FM3 A細胞 を用 い て Amdl､ Am d2､ Am d3遺伝
子 の プ ロ モ ー タ ー より 3
つ
下流側の 構造を解析する A
た め ､ さまざま なプ ライ マ ー の組み合わ せで PCR
(i-
を行 っ た D そ れぞれ の遺伝 子の プ ロ モ - タ 一 領域 '
iり
に特異的なプ ライ マ ー 2a-2c と翻訳開始部位 を含
むプライ マ ー 3 で F M3A 細胞から分離 した ゲノ ム
DNA を鋳型 に P C Rを行 っ た場合 (Fig. ト4A)､ 全
て の組み合わせ で ､ 推測された数値と同 じお よそ
3 70bp の PCR 断片が見られた D しか し､ Aふd3遺
伝子由来 の断片は Amdl､ Am d2遺伝子 由来の 断片
に 比 べ て 少 し短 い こ と か ら ､ A7nd3 遺 伝 子 の
5つ -t m は他 と同 じで はな い 事が推測された (Fig.
1-4B)o続 い て ､プ ライ マ ー 2a-2c と AdoMetDC OR F
の ほぼ中央に 当た る プライ マ ー 4 と ､ 及びそれぞ
れの 遺伝 子に特異的なプ ライ マ ー 1a-1c と 3
つ
-UT R
上に相当するプライ マ ー 5 で PCR を行 っ た結果 ､
Amd2､ Amd3 遺伝 子 由来 の 断片だけが得 られた｡
更に ､ これらの 断片 のサイ ズは A doM etDC CD N A
とほぼ 一 致する こ とか ら､ Amd2､ Amd3 遺伝子は
イ ン ト ロ ン レ ス の構造を して い る ことが 明らか と
なっ たo また､ Am dl遺伝子 は断片が得られ ない事
からも構造上イ ン トロ ン が あり ､ その プライ マ ー
ー15-
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間の 長さ故､ 増幅 できなか っ たと推測された o
ニれを示唆す るデ ー タとして ､ gÅmdl ク ロ ー
ン の部分的な塩基配列 の解析で 明らか とな っ
たイ ン ト ロ ン Ⅰ の 一 部と思われ る塩基配列が
ラ ッ トAm dlB 遺伝子 の イ ン トロ ンI の配列と
高い相同性が 見られた (デー タ末掲載)0
P C Rに よる構造解析 の結果､ Amd3遺伝
子の 5' -U T Rが 短い と推測 された こ と から､
それぞれ の遺伝子 の 5' - U T R の塩基配列 を調
べ たo そ の結果 ､ Amdl､ dm d2遺伝子 の 5' _ U T R
は非常に 良く似て お り ､ それ ぞれヌ ク レ オチ
ド数は3 26､3 2 8nt で違 いは 5 ケ所だけで あっ
たo そ して ､ Am d3 遺伝子 の 5' - U T Rは推測 さ
れた通りに ､ 他 の 二 つ の遺伝 子 より短く ､ 3 15
ntで あ っ た (Fig. ト5 A)a
次に ､ イ ン ト ロ ン レ ス遺伝子 で あるA md2､
Amd3遺伝 子 の 蛋白質 コ ー ド領域 の塩基配列
を調 べ たD こ こ で ､ Am dl遺伝子 の 蛋白質 コ ー
ド領域は以前に報告 した A doM etD CcD N A の
O R Fと した(37,3i)o Amd2遺伝子 は 5
'上流領域
の塩基配列 の解析か ら予測 したとお り ､ 以前に
報告されたイ ン ト ロ ン レ ス で あり なが ら機能
的な A doMetD C を コ ー ドす る遺伝 子と 同 一 で
あ っ た(4 8)o Amd2 遺 伝 子 が コ ー ド す る
A
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prom oter r egio n sofA mdl, A md2a nd Amd3gen es. (B) Results
&o m P C R a nalysis pe rfo r m ed u slng the ide ntical pn m er
co mbin ations･ Numbe rs o nthele免 depict m ole ctllar siz em arke rs
(bp)I T he targetge n e sfわr P C Randthe prim ers u sed ar esho w n
abo v e a nd below thegels re spe ctiv ely.
A doMetDC 蛋白質は Amdl遺伝子 に コ ー ドされ る A doMetD Cに比 べ ､ 2 ケ所の ア ミノ 酸の 置換(M et_70
→ Ile
,
As n-129 → Asp) が起きて い た . Am d3遺伝子 に関 しては ､ Amdl遺伝子 の コ ー ドす る塩基配列と
比 べ ､ 相同性が 9 6･5% と非常に高か っ たが ､ 2 ケ所の 塩基の欠落 (468-469 番目) が存在するため ､
AdoM etD Cを コ ー ドする フ レ ー ム が変わ り ､ 5 7番目の コ ドン が終始 コ ドン となる こ とから､ 偽遺伝子
であることが 示唆された ･(Fig. ト5 B)0
マ ウス A doMetD C遺伝子が コ ー ドす る蛋白質の発 現と活性
マ ウス AdoMetD C遺伝子が コ ー ドす る A doM etD C蛋白質の活性を測定す るため ､ 大腸菌発現 ベ ク
タ ー の pT7-7(57)に 3 種の AdoMetD C遺伝子の O R Fを組 み込んだプ ラ ス ミ ドを作製し､ 大腸菌の内在
性 AdoM etDC (speD gen e) が欠損した H T 551株(58)iこて発現誘導を行い ､ A doM etDC 活性及びウ ェ ス
タ ンブ ロ ツ テ ィ ン グを行 っ たo そ の結果 ､ Amdl遺伝子が コ ー ドす る A doM etDC の活性は Amd2遺伝
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第一草
子に比 べ ､ お よそ 3 倍も高 い活性 を示 したo 更に ､ Amd2遺伝子 の コ ー ドす る A doMetDC は 一 部 ､ プ
ロ セ ッ シ ン グされずに プ ロ エ ン ザイ ム の まま存在 して い た. そ して ､ Amd3 遺伝子 の 場合は ､ 予想通
り全く発現が見られ なか っ た (Fig. 1 -6 A)o AdoM etD Cの プ ロ エ ン ザイ ム の プ ロ セ ッ シ ン グはプ ト レ ス
シ ン の 存在下で自動触媒的に起 こ る こ とが知られて い るD そ の プ ロ セ ッ シ ン グ部位は G lu一石7 と ser-6 8
の 間で あり , そ の付近に位置する 65-72番目の ア ミ ノ酸配列 (Leu-Ser-G lu -Ser-Ser- M et-P he- V山) は ヒ
ト､ ラ ッ ト､ マ ウ ス ､ ア フ リカ ツメ ガ ェ ル の A doMetD C で良く保存されて い る(3 914 l, 4 4, 63)a Amd2
遺伝子の コ ー ドする A doM etDCは こ の 保存された配列中の 7 0番目の M etがIle に置換 して い る ことか
ら, プ ロ セ ッ シ ン グの 効率が悪 い の で は と考え ､ Ile-70を M et に戻 した プ ラス ミ ド pT7- A md2(Ⅰ70 M)
を作製 し, 同様の 実験 を行 っ たo そ の結果 ､ プ ロ エ ンザイ ム は認 められ なく なり ､ A doM etD C活性も
Amdl遺伝子 と同様 の値ま で回復 した (Fig. 1-6A)o これらの結果か ら､ M et-70は A doMetD Cの 活性 と
プ ロ セ ッ シ ン グ活性 の 両方に重要 で ある こ とが 明らか とな っ た o
更に ､ Amdl と Amd2 遺伝子 の コ ー ドす る A doM etD Cの 比活性 を調 べ るた め, 両方の 蛋白質の 精
製を行 っ た . Fig. 1-6 Bに示 した ように ､ 精製 した Amdl, Am d2遺伝子 の コ ー ドする両 AdoM etD Cの 精
製度は ほぼ同 じで あるが ､ 比活性 に つ い て は , Amd2遺伝子 の A doM etD Cの 方がお よそ 半分で ある こ
とが 明らか とな っ た｡
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baJldsin theim m u n oblot･ (a)PurifLed A do MetD Cs e n c oded by And )a nd Am d2w e re el ctropho re s ed o n a12% a c ryla mide
slab gel and staln ed with Co m assie Brillia nt Blu eR -2 50. Nu mbe rs o nthe le氏 depict m obilityof m ole c ula r m as s m arke rsin
k Da- Catalytic a cti vitym e a s ure m e nts w e re c ar ried o utu sing0.2LLg OfptlriBed e n zym epr otein a nd ar e sho w nas m e a nj=S .D .
S AM -l細胞 にお け る A md)遺伝子 の増幅
S A M-1細胞は ､ 親株で あるF M3 A細胞か ら､ 分離した A doMetD C過剰産性細胞で ある(37)o 今ま
で に ､ CIIO (Chines eham ster o v ary) 細胞か らも A doM etD C過剰産生細胞 が分離されて い る(64)c こ の
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細胞は ､ A doM etD C遺伝子 の 増幅が報告さて い たが ､ S A M-l細胞で は確認 されて い なか っ た ｡ S A M-1
細胞は ､ A doM etD Cの 阻害剤で ある E G B Gの耐性株と して分離 した当初 , 細胞増殖に対す る E G B Gの
IC5.は 20トIM で あ っ たが ､ 現在は 200pM ま で耐性度が上昇 して い る事から , F M 3 A細胞にお けるそ
れぞれ の A doMetD C遺伝子 の 存在 と s A M-1細胞 にお ける A doM etD C遺伝子増幅の 有無をサザ ンプ ロ
ッ テ ィ ン グ にて検討 した . A doMetD CcD N Aをプ ロ - プ と して使用 した場合 ､ Hl
'
ndlllで切断 した時 の
約 7kbp と 4 kbp の 断片､ ま た 一物 aIで切断 した 時 の約 2 3 kbp の 断片にお い て , A doMetD C遺伝子 の増
幅が確認 された (Fig. I-7 A)c そ して ､ イ メ
ー ジ ン グア ナ ライ ザ ー B A S 2000(富士 フ イ ル ム) にて
A doM etD C遺伝子 の D N A量を定量 したとこ ろ ､ S A M-1細胞はお よそ 2倍で あ っ たo しか しなが ら､
増幅 して い る断片 の み を定量 した と こ ろ ､ お よそ 5倍の 増幅で ある こと が明らかと なっ た｡ 続 い て ､
ど の A doMetD C遺伝子が増幅 して い るか を明らか にす るた め ､ Amdl､ Amd2､ Am d3遺伝子それぞれに
特異的なプ ロ モ ー タ ー 領域 をブ ロ ー プに検討 した結果 ､ Amdl 遺伝子 だけが増幅 して い る こ とがわ か
っ た (Fig. 1- 7 B)｡ 以上 の結果か ら､ S A M-1細胞 の AdoM etDC 過剰産生は ､ Amdl遺伝子 の増幅 の た め
で ある こ とが明らか とな っ た｡
R T_ P C Rに よ る A do M etD CTnR N Aの 定量
以前､ Am d2遺伝子由来の m R N Aが Amdl遺伝子 由来 よりも特に肝臓 にお い て 高く発現 して い る
と い う報告が なされた(4恥 また ､ いく つ か の 遺伝子 で は プ ロ モ ー タ ー 活性 の調節領域が 3
'側下流領
域に存在す ると いう報告が あ っ た(65-68)o 以上 の こ とから ､ 今 回行 っ たプ ロ モ ー タ ー 活性 の測定だけ
で は ､ 3'側下流領域の 転写調節 - の 関与を否定 できない こ とか ら (s ecTable 1-1, Fig. 1-3)､ R T-P C R法
に よ っ て Amdl､ Am d2遺伝子由来 AdoM etDC m R N A の発現量の 定量を行 っ たD Fig. 1-8 に示 した よう
に ､ F M 3 A細胞で は ､ Amdl遺伝子由来の A doMetD Cm R N Aが Amd2遺伝子 に比 べ ､ 10倍 以上 で あり ､
更に SA M-1細胞 で は ､40倍以上で あ っ た o 以上の 結果か ら､』m dl,Amd2遺伝子由来 A doM etD Cm R N A
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の 量比 は A doM etD C遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 活性と ほぼ同様 の 結果で あ っ た ｡
考察
ラ ッ トの ゲノ ムに は 2種 のイ ン ト ロ ン を持 っ た A doM etD C遺伝子 L4mdl A､ Amdl B) と 3種 の 偽
遺伝子 L4md Pl､ Am dt'2､ Am dt'3) の存在が報告され て い た(4 6, 47)｡ そ の後 の研究で AmdlA､ Am dl B
遺伝子は ､ 対立 遺伝子で あり ､ 同 じ遺伝子であ る こ とが明らかとな っ た けれども(47)､ マ ウ ス ゲノム
にお いて も､ 機能的な A doMetDC遺伝子が どの くら い 存在する の か は重要な問題 であ っ た o こ の 考え
は ､ マ ウ ス ゲノ ム にお い て ､ イ ン ト ロ ン レ ス で あり ､ 機能的な A doM etD C遺伝子 の 存在が報告された
(4S)こ とから正 しか っ た. こ の 章で は , マ ウ ス ゲノ ム D N Aライ ブ ラリ ー の ス クリ ー ニ ン グにより , エ
キ ソン ー イ ン トロ ン構造 を持 つ Am dl遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 簡域とイ ン トロ ン レ ス AdoMetD CL4md2)
遺伝子 ､ 更に ､ ゲノ ム D N Aウオ ー キ ン グ法に より Am dl､ Amd2 遺伝子 に加えて ､ 偽遺伝子 C4md3)
を分離 した o
以前 の 報告(48)と同様 に ､ Amd2遺伝子 の コ ー ドす る AdoM etD C は Amdl 遺伝子の コ ー ドす る
A doM etD Cと比較 して ､ 2 ケ所 の ア ミノ酸置換 (70番目 の M et- 1e､ 13 9番 目の 41a - V d) を同定し
た . そ して ､ Amd2 遺伝子の AdoM etD Cは Amdl遺伝子よ りもプ ロ エ ンザイム の プ ロ セ ッ シ ン グ活性
と AdoM etD C活性 の 両活性共に低く ､ プ ロ セ ッ シ ン グ部位に近 い Jle-70 を元の M etに戻すと , 両活性
が回復 した . こ の ように Met-70は A doM etD C活性及び Glu167とSer-6 8 の間で 起こ るプ ロ エ ン ザイム
の プ ロ セ ッ シ ン グ活性に重要 で あっ たo マ ウ ス (Am dl, Amd2)､ ヒ ト､ ラ ッ ト､ ハ ム ス タ ー ､ ウ シ ､
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アフ リカ ツメ ガ ェ ル の AdoMetDC プロ エ ンザイ ム の ア ミノ酸配列相同性は 99.4- J83.6%で あり ､ 非常
に高 い o 更に ､ プ ロ エ ン ザイ ム の プ ロ セ ッ シ ン グ部位(コ ドン 6 5-72;Let1-Ser- Gh1-Ser-Ser-M et-Phe-V d)､
AdoMet DC 活性に重要なア ミ ノ酸蔑基 (Gh1-12､ Gh1-15､ lps-S2､ Cys-S4)､ プ ト レ ス シ ン に よ る本質
的な AdoM etDC 活性 に必要なア ミ ノ酸凍基 (G h-1 iO､ G h-25 8)､ プ ト レ ス シ ン に よるプ ロ エ ン ザイ ム
プ ロ セ ッ シ ン グの活性化に 必要なア ミノ酸残基 (G h-14､ Gh -18 0､ Glu-2 58) は全て保存され て いた(6 9,
70)o Am d2遺伝子 に は Ala-13 9から Vhl - の変異も存在 して いたが ､ こ の変異は上記の ような機能に は
特に重要でなか っ たo
ÅdoM etDC 過剰産性株 SA M-1 細胞 は ､ AdoMetDC の 阻害剤 である E GBG の耐性株と して F M3 A
細胞から分離された(37)｡ こ の株 を分離 した当初 ､ サザ ンブ ロ ツ テ ィ ン グを行 っ た際には ､ 遺伝 子増
幅が 見られなか っ たo しか しなが ら､ A doM etDC 過剰産性株 CHO 細胞で報告された(64)の と同様 に ､
今回 SA M-1細胞で も遺伝子増幅が確認されたo こ の理由と して は ､ (1)SA M-1細胞を EGBG存在下
で継代培養を行 っ てきた結果 ､ 徐 々 に AdoM etDC 遺伝子 の増幅が起きた o (2) マ ウス の ゲノ ム に は
複数の AdoM et DC遺伝 子 の存在 が あり ､ 使用 した ブ ロ ー プが A doM etDC cD N A であ っ た事 から ､ そ の
コ ピ ー 数を明らか にする こ とが できなか っ た ｡
今回 ､ マ ウ ス ゲ ノ ム か らAdoMetDC活性 を持 っ た蛋白質を コ ー ドす る2種の 遺伝子(ヒ トAM D l､
ラ ッ トAmdlB遺伝子 に相当す るAmdl遺伝子 とイ ン ト ロ ン レ ス であるAm d2遺伝子)を明らか に した o
こ の両遺伝子 を比較す ると ､ プ ロ モ ー タ ー 活性 ､ コ ー ドする A doM etDC の プ ロ セ ッ シ ン グ活性及 び酵
素活性 ､ 発現 して い る m R N A量 と全て の面で Am dl遺伝子が Amd2遺伝子 を上回 っ て いた o こ の こ と
か ら､ マ ウ ス では Amdl遺伝 子が 主要な A doM etDC活性 を産生 して い るこ とが示唆された o
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第 二章 マ ウ ス AdoM etD C遺伝子 (A mdl) の構造解析
ヒ ト及び ラ ッ トの A doMetD C遺伝 子はそ の 塩基配列､ エ キ ソ ン ー イ ン ト ロ ンの 構成 ､ 染色体 マ ッ
プが すでに決 まっ て い る ｡ ヒ ト A M D l遺伝子 は 9個 の エ キ ソ ン と 8個のイ ン ト ロ ン から成り ､ 第6染
色体上 の 6q21-q22に マ ッ プされて い る(44,45)o そ して ､ ヒ ト A M D l遺伝 子に相当する ラ ッ トの AmdlB
遺伝子 は ､ 8個の エ キ ソ ン と7個のイ ン ト ロ ン か ら成り ､ 第20番染色体に マ ッ プされて い る(46)o こ
れらの遺伝子 に相当す る-マ ウス の遺伝子は Am dl遺伝子 である ことを､ 第 一 章で明らかに したが ､ ま
だそ の構成､ 全塩基配列 ､ 染色体 マ ッ プ等 は明らかにな っ て い ない . そ こ で ､ こ の章 では マ ウス Am dl
遺伝子 の 完全長 ク ロ ー ン の 単離 を行い ､ そ の構造解析と染色体 マ ッ ピ ン グ及び発現調節の解析を行 っ
T=o
材料と方法
完全長 Am dl 遺伝 子 の 単離
プ ロ ー ブと して ､ 【α -
32
p]d C T Pで ラ ベ ル した ヒ ト A doMetDC CD N A(ps A M hl)(39)及び第 一 章で
ク ロ ー ニ ン グ した gAm dl の Sa cI 断片 (2.7 kb) を使用 し､ 129 SvJ マ ウス 牌臓ゲノ ム ライブラリ ー
(Stratage n e) の ス ク リ
ー ニ ン グを行 っ た o 約 3 Ⅹ 106 フ ァ ー ジをス クリ ー ニ ン グした結果 ､ 6個の ポ ジ
テ ィ ブク ロ ー ン を分離 ､ そ の うちの 3 ク ロ ー ン をそ の後 の 解析 に使用 した ｡ これ らの ク ロ ー ン は
gA mdl-55▲(
15 kb)､ gAm dl-65(18 kb)､ gAmdl-10 0(17 kb) と名付けた o 塩基 配列は pU Cl1 8(宝酒
造) 及び pBlu e scriptII S K(＋/-)(Stratage n e) にサブク ロ ー ニ ン グ し､ 第 一 章 で述 べ た の と同様 の 方法
で決定 した｡
ダイ レ ク ト 払 バ ンデ ィ ン グ FIS Ⅱ(Flt1 0 reSC einin situhyb ri diz atio n) 法
Amdl 遺伝子 の 染色体 マ ッ ピン グは ダイ レク ト RJ iンディ ン グ FIS H法に より ､ マ ウ ス め牌臓リ
ン パ球 を用 い て行 っ た ｡ R一 分染染色体(良-ban°ed chro m os o m e) 標本の調整 とrIS Hは ､ それぞれ M a土suda
らの方法に従 っ て行 っ た(71, 72)｡ プ ロ ー ブは ､ pU C l18にサブク ロ ー ニ ン グした gAmdl-55ク ロ
ー ン(15
kb) をニ ッタ
ー
トラ ン ス レ ー シ ョ ン法に よ り､ ビオチ ン ー16-d UT P(Bo ehringer M an nheim) でラ ベ ル して
使用 したo ビ オチン化 D N Aプ ロ ー ブは マ ウ ス Cot-1 D N A(Life Techn ologies) と共に エ タノ ー ル沈殿
した後､ 100 %ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに溶解し ､ 75 oC で変性を行 っ たo ハ イ プリダイゼ - シ ョ ン後､ ス ラ
イ ドは Cy2- ス トレ プトア ピジ ン (Am ershふ pha m aciaBiotech)と反応 させ ､ 更に PI(propidium iodide)
で染色 した｡ R- /i ン ド上 の Cy2 シグナル は ､ 励起光450-4 90n m によ りフ ィ ル タ ー セ ッ トB_2 A(Nik. n)
で ､ G バ ン ドは励起光365n m によりフ ィ ル タ ー セ ッ ト U V-2 A(Nikon) で検出 した｡ 写真撮影 には ､
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Ekta chro m eA S A IOO フイ ル ム (Kodak) を使用した.
リポ ー タ ー 遺伝子プ ラ ス ミ ドの構築
4812/＋33 L U Cを作製するた め ､ gAmdl155ク ロ ー ン の SalI-Ec o4 7III断片を pGL2- Basic v e ctor
(Pr o m ega) の .XhoI と Klen o w 舟agm ent( 東洋紡績) に よ っ て平滑化 した HindTII部位 に挿入 した o
-140 1/＋33 L U Cと-541/＋33 L U Cは4 812/＋3 3 L UC をそれぞれ Sa cI､ Sm aI で切断後 ､ リライ ゲ - シ ョ ン
して作製 したc そ の 他の プラ ス ミ ドは以下 に示す 二 つ の 制限酵素で -4 812/＋33 L U Cを切断後 ､ K len o w
軸gm e nt及 び T4 D N Apolym eras e(東洋紡績) に より平滑化 して か らリライ ゲ - シ ョ ン して 作製 した:
-3 343/＋33 L U C, M uIと PstI; -2 130/＋33 L U C, M uIと m ndIII; -975/＋33 L U C, M uIと NruI; -504/＋3 3 L U C
と -3 7 8/＋33 L U C, KpnIと Blnl;-141/＋33 L U C, KpnlとApaI. 作製 した これ らの プラ ス ミ ドは ､ 塩基配列
を確認後 ､ p
l
lasmi d M idi Kit (QIA G E N) にて精製した o
トラ ン ス フ ェ ク タ ン トの作製に使用する pP G V- Am dl(-777/＋3)-L U Cを作製するた めに ､ 4 812/＋33
L U Cを鋳型に Sa cl を含む 5'側 の プ ライ マ ー (5' -T C C A C C A G T T旦出韮迂⊆ÅTG G A G TA -3') とN h 占Iを
含む 3'側 の プライ マ ー (5' -C A TACTG T望∈払良∈G A G G G T T C T G-3') で P C Rを行 っ た o p c R産物は SacI
と 胸 eI で切断後 ､ 乃e O
'遺伝子 を持 つ pP G V- B -LU C(se ep-9) の 同 じ部位に挿入 したo PP G V-S V 4 0-L U C
とpp GV- Amd l(-77 7/＋33)-L U C(PP G V-A mdl-L U C) は第 ⊥ 章 で使用 した 同 じもの を使用 した o
遺伝 子導入とル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ
F M 3 A細胞 からの トラ ン ス フ ェ クタ ン トの分離とル シ フ ェ ラ ー ゼ活性 の 測定は､ 第 一 章で述 べ た
の と 同様の 方法で行 っ た (s eep-1 0)o プ ラ ス ミ ドの 安定導入 は Sc aIで直鎖化 した これらの プラ ス ミ ド
(PPGV-S V 40-L U C,PP G V- Am dl(-7 77/＋33)-L U C,PP G V-A md l(-777/＋3)- L U C) をエ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ
ン法 によ っ て F M 3 A細胞 に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し､ 1 mg/mlG 41 8含有軟寒天培地で選別 した ｡
F M 3 A細胞 - の 一 過性 トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は ､ エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン法で行 っ た｡ キ ュ ベ ッ
ト当たり 8Ⅹ1 06個 の細胞 を準備 し､ LU Cリポ ー タ ー 遺伝子プラス ミ ドを1 3pm ol(4･9-8.9Llg) とウミ
シイタケ (Renilla ren ,fo -is) の ル シフ ェ ラ ー ゼ を コ ー ドする pRLI C M V(Pr o m ega) を0.1p g使用 し､
トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を行 っ た ｡ トラン ス フ ェ ク シ ョ ン後 ､ 4 8時間培養 して細胞 を集めた ｡ 細胞抽 出
液の調整 とル シ フ ェ ラ ー ゼ活性 の測 定は ､ Dual-lu ciferaseReporterAss ay Syste m (Pro m ega) を用 いて ､
添付された プロ ト コ ー ル に従 い ､ TD2-20/2 01u min o m et r(Tu m erDesign s) で測定 した｡ そ して ､ ル シ
フ ェ ラ ー ゼ活性はウミ シイタ ケ の ル シフ ェ ラ ー ゼ活性に よ っ て トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン効率を補正 した｡
ポリ ア ミ ン定量
ポリア ミ ン定量用の サ ンプル は 1 Ⅹ106個の トラ ン ス フ ェ ク タン.トを集めた後､ o･3 mlの 5 % TCA
(Trichlo ro ac etic a cid) によ り ､ 酸性溶串画分と して抽出しキ. そ して ､ Igar ashi らの方法(73)に従 い ､
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H P L Cに よ っ て 定量を行 っ た o また ､ 蛋白質 の 定量は ロ ー リ - 法(61)により決定 したo
結果
マ ウス Amdl遺伝子 の 構造
ゲノ ム D N Aライ ブラ リ ー の ス クリ ー ニ ン グにより ､ 分離した gAmd ト55(15 kb)､ gAm dl-6 5(18
kb)､ gA mdl-10 0(1 7 k b) を基に Amdl遺伝子 の 全塩基配列 を決定 した o Fig. 2 1 A に示 すように ､
gAm d ト5 5は 5
'上流側 ､ gA m dl-6 5は 3
' 下流側 ､ gAm dl-1 00は全領域を含むク ロ ー ン で あ っ たo Amdl
遺伝子 は全長が約 14.7 kb から成 り ､ エ キ ソ ンが 8個 ､ イ ン ト ロ ン が 7個で構成されて い る｡ こ れは ラ
ッ トA doM etD C遺伝子 の構造が ヒ トA doM etD C遺伝子 の エ キ ソ ン 6-7で 一 つ の エ キ ソ ン 6 を形成 して
い る構造 と完全に - 敦 した (Fig. 2-1 B)o
Amdl遺伝子 をラ ッ ト､ ヒ トの A doM etD C遺伝子 と エ キ ソン ､ イ ン トロ ン の サイ ズの 比較､ 及び
塩基配列の相 同性を Table h2 -1 に 示 したo ユ キ ソ ン の サイズ ､ 塩基配列は 3'- U T Rを除い て マ ウス ､ ラ
ッ ト､ ヒ トで 90 %以上 の非常に高い相同性 を持 っ て い た ｡ 更に ､ 全て の ス プライ シ ン グ部位もラ ッ ト､
ヒ トと同様 ､ GT/A G則に従 っ て いた(74)｡
Amdl 遺伝子 は エ キ ソ ン 8 にポリ (A) 付加 シグナ ル配列を . 2 ケ所持 っ て い たo これに より､
AdoMetD Cm R N Aは 二 つ の サイ ズ (3.5 kb､ 2.1kb) が存在する こ とが示唆され た o
A mdl遺伝子 の染色体 マ ッ ピ ン グ
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T&b】e2-1 Co mparis o n o†m ol即 AbldlgeTle WitT]the ratA nd hu m a n c o u rLte P rtS.
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Regio n Length(bp)
Mo u s e Rat (% Ide ntitytom o u s e) Hu rn a n (% lde nti砂to m o u s e)
Ex o
l
7
8
lntro n
1
1Ⅰ
ⅠⅠⅠ
I V
V
V I
V I
5
I
-U T R
O R ヂ
O R ヂ
O R F
O R F
O R E
O R ヂ
O R F
OR F
3
'
･ UT R(short)
3
'
- UT R(lo ng)
2 6
1 0
$ 7
2 7
0 3
4 3
3 8
5 6
3$
5$
6 6
3 9
0 9
12
2 6
78
0 4
4 6
(9 8.8)
(9 7.3)
(9 6.6)
(9 8.4)
(l oo.0)
(90 7)
(9 7.5)
(99.4)
(94.8)
(94.5)
(71.A)
>l
>
>
>
(Ex 6)
(Ex 7)
(Ex S)
(Ex 9)
(Ex 9)
(Ex 9)
(Ir[tV
(IntV l
(lntV II
C
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-3. Prom ote r a ctivitiesfo rALd lc o n str u ctsin tra nsie nt ta ra n sfTe cta r)ts.
(A)Sche matics showingthe various Amd]r epo rte r constru ctsLISedto stldy prom o te ractivities. T helu ciftra s ege n e(L U C)is
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'
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issho w n as m e a n土 S･D･ ofqu adruplicate e xperim e nts･
マ ウ ス 牌臓リ ン パ 球の M 期 中期の 染色体標本を用 い て ､ ダイ レ ク トR バ ンデ ィ ン グ FIS H法によ
り Amdl遺伝子 の 染色体 マ ッ ピ ン グを行 っ たo Fig. 2-2 に示 したように ､ Amdl遺伝子 は第 10染色体の
B 2バ ン ドに マ ッ プ された ｡ こ の領域は ヒ トの 第 6染色体の 長椀と相 同性 の 高 い 領域 である こ とが同定
されて い る(71,75-77)0
A mdl遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 活性
Amdl遺伝子 プロ モ ー タ ー の機能解析の た め ､ F M 3 A細胞 - リポ ー タ ー 遺伝子 と して ル シ フ ェ ラ
ー ゼ を コ ー ドする プラ ス ミ ドを 一 過性 に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン して測定 した ｡ そ の た め ､ 転写開始部
位 か ら上涜額域が最小 141nt､ 最大 481 2ntまで の様 々 な長さの プ ロ モ ー タ ー 領域を持 つ プラ ス ミ ドを
構築 した｡ そ の 結果 ､ 最大転写活性 を示すの に必要な領域は転写 開始部位か ら上流 3 78ntを含むプ ラ
ス ミ ドを用い た時だっ た (Fig. 2-3)o こ の領域内には TA TA bo xと 2個 の GC bo xが含まれて い た. ま
た ､ 上涜領域 を541nt以上持 つ プ ラス ミ ドを使用 した場合 ､ 最大活性の お よそ 半分に減少 した ｡
A mdl遺伝子発現に対す る A doM etD CmR N A 5'- UTR 上 の uO R F(upstr e a m open r e ading
血Ⅶ m e) 及び ポリ ア ミ ン の効果
A doM etD C 5' -U T R上 に存在す る uOR F(upstre am open re ading 舟 am e) は ､ 翻訳 レ ベ ル で抑制性の
調節領域として機能 して い る｡ そ して ､ こ の 効果は ス ペ ル ミン に より増強され る(7S-80)｡ こ こで は ､
Amdl遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー を持 っ リポ ー タ ー 遺伝子 プラス ミ ドをトラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した株 を用
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い て ､ 遺伝子発現に対する t10R Fと ポ リア ミ ン の効果を調 べ た o プ ラ ス ミ ドは ､ コ ン ト ロ ー ル と して
SV 40プ ロ モ ー タ ー ､5
'
-t m に t10R fを含まない(-777/＋3)Am dlプ ロ モ ー タ ー ､ ubR Fを含む(_777/＋33)
Amdl プ ロ モ ー タ ー の 3種類 を トラ ン ス フ ェ ク 卜した (Fig. 2-4 A)o これらの 細胞は ､ ポ リ ア ミ ン を枯
渇させ るために ODC の 阻害剤 で ある D F MO を5叫 M 添加 した条件 ､ 過剰ポ リア ミ ン と して は 1叫 M
ス ペ ル ミ ン添加 の条件で 24時間培養 した ｡ D F MO の添加 に より ､ プ トレ ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン は劇
的に減少 したo そ して ､ ス ペ ル ミ ン 添加 で は細胞内ス ペ ル ミ ン 量は増加 した がプ トレ ス シ ン ､ ス ペ ル
ミジ ン は D F M O添加時と同様 に減少 した (Table2-2)a
uORF を含まない (-777/＋3)Amdl プ ロ モ ー タ ー の トラン ス フ ェ ク タン トの 場合 ､ ル シ フ ェ ラ ー ゼ
活性に対する D FM Oとス ペ ル ミ ン の効果は ､ SV 4 0プ ロ モ ー タ ー の場合と同 じだ っ た (Fig. 2-4B)a
DF MO添加に よ っ て ､ ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性が減少 したが ､ こ の効果は ポリア ミ ン の枯渇に よ っ て 蛋白
質合成 の 阻害が起きたた め で ある と考えられた(24, 25, $1)｡ ス ペ ル ミ ン添加では ､ ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性
に'ほとん ど影響は無か っ たo 次に ､ uO RFを含む (-777/＋33)Amdlプ ロ モ ー タ ー の トラ ン ス フ ェ クタ
ン トの場合は ､
●
ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性 がお よそ 1/20まで強く抑制された｡ しか し､ DF M O添加で は ､ 細
胞内の プ トレ ス -i, ン ､ ス ペ ル ミ ジン量 の減少に よ っ て ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性が誘導された o 逆 に ､ ス ペ
ル ミ ン添加で は ､ ス ペ ル ミ ン量 の増加に より ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性は半分に低下 した ｡ そ して ､ これ ら
の 活性 の 変動が転写 レ ベ ル で 起きて い るかノ ー ザ ンブ ロ ツ テ ィ ン グで ル シフ ェ ラ - ゼ 血RNA 量を調
べ たが違いは見 られなか っ た (デ ー タ未掲載)o 以上の結果 より､ A doMetDC mR NA の 5, _U T R にある
uO R Fは の翻訳制御とポ リア ミ ン量 に依存した AdoMetDC の翻訳制御を行 っ て い る事が 示されたo
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Table2 -2 PolvatELine c on tentsin stabletr an sfec tan tstre ated with D FM O o r spermine･
Stabletr an s6e ctants w ere cd 血 edfor2 4 hin the abse n c eorprese n ce of5 0pM D F M Oo r1 0pM q mi e, and 也epolyamin e
co ntents wer em e a stqed asdes cribed in Materi als and Methods･ The value s ar e e xpressed asthe m e孤 立 S.D . fo r 血 ee
dete m血1出ion s.
Tr an sfTe cta nts A dditio nto the m edinm Putr escine Spermi dine Spe rmie
(rLmOl/mg prot ein)
F M 3 A /PPG V-S V 4 0-L U C
F M 3 A々P G V- An d1(-77 7/＋3>L U C
FM3jVpP G V-And 1(-7 77/＋33)↓U C
50トIM D F M O
10LiM spermiJle
50pM D FM O
1 0LLM spermin e
5 0LiM D F M O
10LIM spem in e
4.67i 0.2 5
0.0 2j:0,01
0.2 3土 0.02
5､3 1土 0.1 8
0,0 3土 0.O1
0.8 3士 0.02
5.85i 0
.1 2
0.08土 0.04
0.33士 0,0 6
1 3.4 3土 0.62
0.6 6± 0.0 1
5.49± 0.0 4
14
,
54土 0.2 5
0.4 7土 0.02
5.4 5土 0.34
1 6.65土 0,0 6
1.90土 0.13
6.52土 0.16
10.91士 0.55
12.9 7土 0.50
1 6.07土 0.3 1
1 0.14土 0.04
12.00土 0.4 9
17.1 9士 0.26
8.79土 0.93
l l.4 1士 0.73
15.92i: 0.2 8
考察
今 臥 マ ウス AdoMetD C遺伝 子の Am dl の全長を含む ク ロ ー ン の 単離から全塩基配 列 を明らかに
した o 第 一 章 で 予想 して い た 通 り ､ Am dl遺伝子 の コ ー ドす る A doM etDC は以 前 に報 告され た
A doM etDC CD N A(3 7, 38)と配列が完全に 一 致 した こ とか ら､ Amdl遺伝子が マ ウス の 真実 の A d.M etD C
遺伝子 で ある こ とが 明らか とな っ たo そ して ､ そ の構造は エ キ ソ ン 8個とイ ン ト ロ ン 7個か ら成り､
特に ラ ッ ト AmdlB遺伝子 とそ の エ キ ソ ン ー イ ン ト ロ ン の ス プ ライ シ ン グ部位 も含めて完全に - 敦 し
た(46)a Amdl 遺伝 子の エ キ ソ ン 8 には ポ リ (A) 付加シ グナ ル 配列が 二 つ ある ことか ら､ サ イ ズの違
う AdoMetDC mRN A(315 kb､ 2.1 kb) が生成され るこ とが 予想された o これは以前の 報告で実際にサ
イ ズの 違う 血R N Aが 見られて い るが ､ 主要な m R N Aは大きい サイ ズの 3.5 kb であ っ た(3 7)o
ダイ レ ク ト R- バ ンデ ィ ン グ FISH 陰に よ っ て染色体 マ ッ ピン グを行 っ た結果 ､ Am dl遺伝子は第
10染色体 B-2 バ ン ドに マ ッ プされ た｡ こ の領域は ヒ トの 第 6 染色体と相同性 の ある領域で ､ ヒ ト
A doMetD C遺伝 子 (AM Dl) が 6q21-q22に マ ッ プされて い る(45)o こ の事か ら､ マ ウ ス Am dl遺伝子
は ヒ トAM D l遺伝 子 と遺伝学的に同 一 の遺伝 子で ある事が示唆された｡
.
Am dl遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 活性は転写開始部位か ら上流 37 8r[tまで含む場合に最大活性 を示 し
たo こ の領域内に含まれ る上流側 の G C bo xは 141ntまで の プラ ス ミ ドを使用 した場合に活性が半分
にな っ た事か ら､ こ の最大活性に必要と考えられ る｡ また､ 反対に 541皿tまで含むプ ラス ミ ドの場合
も活性が半減 したこ とか ら､ -5 04か ら-541の領域に転写 を抑制的に調節する配列が あるかも しれない ｡
AdoM etDC mR NA の5' -U T Rに存在す る t10 RF は これまで に翻訳 レ ベ ルで抑制的調節を行うこ と
が 示されてきた(7 8JiO)o これまで の uOR fの機能研究は ､ AdoMetD Cの プ ロ モ ー タ ー は使 わずに ､ 別
の発現プ ロ モ ー タ ー に AdoMetDC の 5' -U T Rとリポ ー タ ー 遺伝子 を融合させたプラ ス ミ ドを用 い て解
析が行われて きたo そ こで ､ 今回は Amdl遺伝子自身の プロ モ ー タ ー と .10R fを含むた っ た 33Ⅱt の
-29-
第二章
5
q
-Ur Rを融 合 した だけの プ ラ ス ミ ドで解析を行 っ たo その結果､ tlOR fを含む場合は ､ 転写 レ ベ ル で
の調節で はなく ､ 翻訳 レ ベ ル で起きる こ とが明らかとな っ た o 今回 の トラ ン ス フ ェ クタ ン トを用 いた
解析に よ っ て ､ 細胞内ポ リア ミ ン量に依存 した活性発現の正 と負 の 調節が厳密 にされて い る こ とが示
された o 特に D F MO を用い た場合 に関 して は､ 全体の 蛋白質合成量 の低下 を差 し引くと活性の 上昇は
お よそ 2 倍に なると考 えられる (Fig. 2 -4B)｡ ま た､ A doMetDC の 阻害剤 である EGBG を用 いて 同様
の解析を行うと活性上昇が お よそ 4-5倍 に なる こ とがわか り (デー タ未掲載)､ 特に ス ペ ル ミジ ン ､ ス
ペ ル ミ ン 量 の低下に よ っ て翻訳量が上昇す ると考えられ るe 実際､ DFMO添加で は ス ペ ル ミジ ン は顕
著な減少が見 られたが ､ ス ペ ル ミ ン は少 し増加 して い た (Table 2-2)o こ の ような都訳詞節に関わ る
tlOR Fは マ ウ ス ､ ヒ ト､ ラ ッ トで も良く保存 され てい るo また ､ 最近 の研究により ､ 植物の A doM etDC
でも 5' - UT Rに t10R Fが存在 し､ 動物と同様 の翻訳調節を行われ て い る こ とが示唆されて い る(82)c.
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第三章 Amdl遺伝子ノ ッ ク ア ウト マ ウス の作製と解析
ポ リア ミ ン の 研究はこ れまで細胞増殖必須因子 と いう性質か ら培養細胞 を用 いた研究が 主に行わ
れてきた ｡ 序論 でも述 べ た ように ､ 最近 の研究か ら ､ ポ リア ミ ン の 生理機能と して高次機能系を制御
す るモ ジ ュ レ ー タ ー と いう新機能が示唆 されて い るo こ の ような現状か ら､ ポ リア ミ.ン の 生理機能を
個体 レ ベ ル で調 べ る目的でポ リア ミ ン欠損 マ ウ ス の作製が 必要で あると考えた ｡ ポ リア ミ ン機能はそ
の分子 内にあ るア ミ ン の数に依存 して強 さが違 う事が知 られてお り ､ 4 分子 の ア ミン を含 む ス ペ ル ミ
ン が最も強く ､ 次に 3分子 を含む ス ペ ル ミ ジ ン ､ 2分子 を含む プ ト レ ス シ ン の順 で ある c こ の 事から､
A doM etD Cを欠損させ る事に より最もポリ ア ミ ン機能 の 強い 2種の ス ペ ル ミ ジ ン/ス ペ ル ミ ン 欠損 マ ウ
ス を作製 でき る こ とから､ Amdl遺伝子 の ジ ー ン タ - ゲ ッ テ ィ ン グを試みた o
材料と方法
Amdl遺伝子タ - グ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 構築
第二章で分離 した gA md l-5 5ク ロ ー ン (1 5 kb) をAmdl遺伝子 タ - ゲ ッ テ ィ ン グベ ク タ ー pS G N S T
の構築の ため使用 した o まず初め に ､ gA mdl-55 を鋳型 に J払aI 部位を含む P N S A M 2 Ⅹプ ライ マ
ー
(5' - G CTG C GT T CG三∈込⊆基G G A A A C A C G T G-3
')と Am dl遺伝子 エ キ ソ ン 1上 の プ ライ マ ー N S A M 19
(5' - C AGA C C T C C A G C A G T T T C T C C G T C C C T T C G-3
'
)で P Rを行い ､ .XbaI- Csp45Ⅰで切断後の 断片(o.9
kb) をpBlus e criptlI S K(＋)に pE G F P-N l(Clo ntech) か ら E GF P遺伝子をサ ブク ロ
ー ニ ン グ した プラ ス
ミ ドpB S-E G F Pの XbaI- Csp45Ⅰ部位に挿入 し､ PSA M /E G F Pを作製した o 続い て ､ Dr. H . Gu (N I H) よ
り供与されたネ オ マ イ シ ン耐性遺伝子 を コ ー ドす る pL2n e oから .n at-Ba mH I lo xP- n e o-lo xP 断片 (2･2
kb) とpB S-T Kか ら H S V-tk遺伝 子(83)を コ
ー ドす る Ba mH I- HindIII断片 (2 k b) を ClaI-KpnIを欠失さ
せたpB SIIS K(＋)A C K の+ 払aI- HindllI部位に挿入 し､pN e o-T Kを作製 したo そ して ､先ほ どの pSA M 侶G FP
の .XbaI-SpeI断片 (2 kb) をpNeo-T Kの X baI部位に挿入 し､ pS G N Tを作製 した o 最後に ､ gA mdl-55
ク ロ ー ン の SalI,Ba mH I断片 (8.7 kb) か ら SalI-BstX I断片 (5.2 kb) を抜い た ェ キ ソン 1 の末端からイ
ン トロ ン Ⅰまで を含む SalI-Bam HI断片 (3.5 kb) をpS G N T の SalI-Ba mH I部位に挿入 し､ Amdl遺伝子
タ - グ ッ テ ィ ン グベ クタ ー pSG N S Tを作製した (Fig. 3 -1 A)0
E S(e mbryo nic ste m) 細胞 の ジ ー ン タ - グッ テ ィ ン グと At2Zdl
-/-
マ ウ ス の 産出
J払aIで切断 し､ 直鎖化 したタ - ゲ ッ テ ィ ン グ ベ クタ ー pS G N S T(2 5pg) をE S細胞 である ,129系
′
マ ウ ス 由来 E 14.1細胞(84)に エ レ ク トロ ボ レ
ー シ ョ ン法 で トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した. そ の後 ､ 7 日間
0.3 mg/miG4 18(Li feTechn ologie s) と 2pMg an ciclovir (Sigm a) の存在下で培養 し､ 相同組換え ES細
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胞ク ロ ー ン を単離するため ､ 24 0個の コ ロ ニ ー を PCR とサザン ブ ロ ツテ ィ ン グに よ っ て ス クリ ー ニ ン
グした o 次に ､ 相同組換え E S細胞ク ロ ー ン を PM S G､ hCG の ホ ル モ ン 注射に より通辞卵させた雌 マ
ウス (C5 7 BL/6) よ り分離 した 歴盤胞に マ イク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し､ そ の後 ､ 偽妊娠雌 マ ウス の 子
宮に移植 して キメ ラ マ ウ ス を作出 した(85)o そ して ､ キメ ラ マ ウス は C5 7B L/6 雌 マ ウス と交配 し､ コ
ー トカ ラ ー が ア グチ色で産まれてきた マ ウス の尻尾 D N Aを用 い て PC R により遺伝子型を調 べ た o 尻
尾 D N Aの分離 は ､ 切り取 っ た尻尾をプ ロ テ ア ー ゼ K 処 理後 ､ フ ェ ノ ー ル抽 出に より精製 した , PCR
はセ ン ス プ ライ マ ー P 2(5' - AIÅA G GTCTGC GCT AC GCAGA AC C CTC-3') と野生型由来の ア ン チ セ ン
ス プ ライ マ ー S2(5
'
-CAGACCTC CAG CAGTT TCTC C GTC C CTTC G-3
'
) もしくは変異型由来 の ア ン チ セ
ン ス プ ライ マ ー E2 (5
'
-CT TGTG G C C GT T T AC GTC GCC GT C C AG-3') の組み 合わ せ で行 っ た (s eeFig.
3-1 A)a A m dl
-/-
マ ウ ス の 産出は Am dl
＋/-
マ ウス 同士 の 交配に より行 っ たo
腔 の 遺伝 子 型判 定 と R T- P C R
全て の 遺伝 子型 (Amdl
＋/'
､ Am dl
'/-
､ Am dT
j-
) の 腔 を得るた め に Am dl
'/
マ ウ ス 同士 同 士 で交配 を
行い ､ そ れぞれ の発生農階の ス テ ー ジで子宮を取りだ し､ 月杢を単離 した o 腔 D N A の単離 と遺伝子型
の解析 は上記 の尻尾 D N Aと同様に行 っ た c.
旺盤胞 (E 3.5) か らの D N A と RN A の単離は ､ キャ リ ア ー と して 1 ト唱 の E coZi tR N Aを加えて
T RIz o L
㊨
Re褐 ent(Life Teclmologies) を用い て添付された プ ロ ト コ
ー ル に従 っ て行 っ た o 分離 した全
RNA の半分 は ､ I u nit の RQIR Nas e丘eeD Nase(Pro m ega)で 3 0分間 ､ 3 7
o
C で処 理 し､ Su p E RSc R JP T
T M
II
(Life Te chn ologies) で逆転写反応 を行 い ､ cD N Aを作製 した o 逆転写 反応には ､ 野生型由来 ア ン チ セ
ン ス プライ マ ー Sl(5' -A AGATC C C CAGA TCC CTG GCT TGC-3') と変異型由来ア ン チセ ン ス プライ マ ー
El(5' - GTG G T G C A GA TGA ACT TCAG G GTCAG-3つ) の プ ライ マ ー を用 いた o そ して ､ R e sted PCR 法に
より遺伝 子型 と A doM etDC m RNA の有無を解析するた め ､ 1stPCR は ゲノム D N A､ cD N A､ 残 り半分
の全 R NA を鋳型 にセ ン ス プ ライ マ ー Pl(5
'
-C GÅrG G C GTCACT TC CTG G C CTG-3') と上記 の ア ン チセ
ン ス プライ マ ー Sl及び ア ンチ セ ン ス プ ライ マ ー El の組 み合 わせで行 い ､ 2ndPCR は ､ P2-S2(野生型 ;
404bp) もしくは ､ P 2-E2 (変異型 ;4 62bp) の 組み合わ せで行 っ た ｡ PC R産物 は 2%ア ガ ロ
- ス ゲル
で電気泳動 を行 っ た ｡
よ匝盤胞 の in viblO 培養
肱盤胞 のin vitro培養は ､ 1 5%牛胎児血清 ､ 1 m M グル タミ ン ､ 0.05mM 2- メ ル カ プ ト エ タノ ー ル ､
1 n M ピル ビ ン 酸 ､ o.I m M 非必須 ア ミ ノ酸(LifeTe clmologies)､ 50U/nl ス トレプ ト マ イ シ ン ､ 1 00U 血1
ペ ニ シリ ン G を含む DM E培地(8 6)0.2 mlで 1ドM ス ペ ル ミ ジン存在下 ､及び非存在下で行 っ たo また､
ス ペ ル ミ ジン を添加する時は血清 中の ア ミ ン酸化酵素の 阻害剤で あるア ミノ グア ニ ジ ン を1 mM で添
加 した｡ 細胞 は位相差顕微鏡 (zeiss) で 1 日 ごとに観察し､ 写真撮影 した｡ 7 日間の 培養後 ､ 細胞は
PB S で洗浄後 ､ 上記と 同じように遺伝子型をPCR にて判定したo
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TtJN E L法
歴盤胞 の T U N E L法は Thkaiらの 方法に従 っ て行 っ た(8 7)c 膝盤胞は ､ 4 %パ ラホル ム ア ル デ ヒ ドを
含む P B Sに より 20分間､ 4 oC で固定後 ､ o.3 %¶ito nX -1 00､ I.5 %ア ル ブ ミン を含む P BS に よ り20分
間､ 4
o
C で 透過させた o T U N E Lは ､ 1n Situ CellDe athDete ctio r)Kit, Flu or es cein (Ro che) を用い て ､ 透
過 さ せ た 腔 盤 胞 を TU NEL 反 応 混 合 液 で 60 分 間 ､ 37
o
C で ラ ベ ル し ､ 2 l上g/ml D A PJ
(4',6-diamidin o-21Phenylindole) を含む P BS で染色 したo そ の 後､ 蛍光顕微鏡 (zeiss) で観 察 し, 写
真撮影 した ｡
組織 の OD Cと A doM etD C活性 の 測 定
8-12週齢 の マ ウス か ら分離 した各組織は P B Sで洗浄後 ､ i ml の緩衝液 A (10 m M H E P E S/KOH
(pH 7.3)､ 1 m M ジ チ オ ス レ イ ト
ー ル ､ 10 %グリ セ ロ - ル ､ 0.2 m M E D T A, 0.02 m M P U T-17 5
(6- a min o12-n aphthyl14-gu a nidin obe n z o ate; プ ロ テ ア
ー ゼ 阻害剤)) を加え ､ U LT R A- T U R R A X
⑧ホ モ ジナ イ
ザ - (Janke & Ku nke) K G) を用 い てホ モ ジナイ ズ した . ホ モ ジナイ ズ溶液は , 1 6,00 0Ⅹ g で 遠心 し ､
上清を酵素溶液と して活性測定を行 っ た o O D C活性 は ､ L-[l-
1 4c]- omithin eか らの
14
c o2 の生成量を測
A
W Adty TIelo m 8
Ta rgctlng v edD r
T且rgeted loc u s
タ.7 b . _
i.5 1由一
Ⅰ℡ S2
> 1
3 竜 pr 伽
C
W Tp e
E O p c
6.5 1血
h b a JtdzqzA
.
tl nAJd r＋h dq q 口汚
Fjg･ 3 -1･ TA rgeted disr叩tio n o†the An,d Lge n e.
(A)A sche m alic of the wi 1d-typelo ctlS, targeting v e ctor a ndtargeted lo c u sis show n. El, E 2and E 3, exotl1, e x o n2 a nd e 又o n3,
re spectiv ely;E G F P, E G F Pge n e; n c o, n e o mycln re sista n c ege n e;tlS V
･tk, He rpe s sL
'
mp]e x viru sthymi din e
-kill aSe geTle. Arr o w
he ads(P 2, S2a nd E 2)r epre se nt the positioTI Of prim ers u sed forR T-P C Rand ge n oty ping. (B) Genotyping of ESclo n e s.
Gen o mic D N Aw a sdigested with N dela nd Sad aTld a n alyz ed bySo uthe rnblotan alysis. The 舟agTr)entS Of wi ]d-ty pe andta rgeted
ge n e a re9.7 a nd 6.5 kbp, r e spectiv ely.(C)GeTIOtyping of mic ebo rnfro mAmdl
'/'
inte rcr o s sby P C R. T he siz e of P C Robtain ed
伽 Tr)wi ld- type andtaTgeted allcle s w a s40 4a nd 4 62 bp, re spe ctivdy.
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定する こ とに より行 っ た(37)8 AdoMetD C活性は第
一 章に述 べ た通りに行 っ た (s eep-ll)｡
絶縁の ポリ ア ミ ン 定量
8-12適齢 の マ ウス か ら分離した各組織は P BS で洗浄後 ､ 2 ml の P BSを加え､ ULTR A- m R M
@
ホ モ ジナイザ - を用 い て ホ モ ジナイ ズ した ｡ ポリアミ ン 定量用サ ン プ ル は5% TCA で抽 出 した ｡ そ の
後の操作は ､ 第二 章で 述 べ た通 りに行 っ た (se ep-24)o
組織の AdoMetD Cm R N A のノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ
脳と肝臓 からの 全 R N Aは ､ T R 比o L
㊨
Re agentを用 い て 分離 した o A doMetDC m RNA の ノ
ー ザン ブ
ロ ツテ ィ ン グは 2 0 帽 の全 RN A をホ ル ム ア ル デヒ ドを含む 1 % アガ ロ
- ス ゲル で電気泳動を行 い ､
Gen eScr eerlP lusT
M
メ ン プ レ ン (DtlPo nt-Ne w England NtlCle ar) に転写 した o そ して ､ 転写後の メ ン プ
レ ン は
32
p で ラ ベ ル した プ ロ ー ブ で ハ イ プリダイズ し､ B A S 2 000イ メ ー ジ ン グア ナ ライザ ー ( 富士 フ
イ ル ム) で解析 したo プ ロ ー ブは ､ AdoMet DC cD N A､ 及 び 1 8SrR N AcD N Aを使用 した o
結果
Amdl遺伝 子 の ジ ー ン タ - ゲ ッ テ ィ ン グ
タ - ゲ ッ テ ィ ン グベ ク タ ー は翻訳開始点の A TGを含 む エ キ ソ ン1 にE G P P遺伝子 とネオ マ イ シ ン
耐性遺伝子 を組み 込み ､ 構築 した ｡ 更に ､ 単純 - ル ペ ス ウイ ル ス 由来チミ ジ ン キナ - ゼ遺伝 子 をネガ
ティ ブ選別用 の マ ー カ ー と して組み 込んだ (Fig. 3-1 A)o タ - グ ッ テ ィ ン グベ ク タ
ー は エ レ ク ト ロ ボ レ
ー シ ョ ン法に より E 14.1細胞に トラ ン ス フ ェ ク 卜し､ G41 8と gan ciclo vir存在下 で培養を行 っ た o そ し
て､ PCR とサザ ンブ ロ ツ テ ィ ン グによ り相同組替えES細胞 ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グを行 っ た結果 ､
6ク ロ ー ン が 同定された (Fig. 3 -1 B)o それ らの ク ロ
ー ン の うち 一 つ をC5 7B L/6 由来の 旋盤胞に マ イ ク
ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し､ 偽妊娠雌 マ ウス の 子 宮に移植 して キ メ ラ マ ウス を作製 した｡ そ して ､ 順次
Amdl
十′
マ ウ ス ､ A mdl
-/-
マ ウ ス の 産出を行 っ た o しか しなが ら､ Am dl
＋/-
マ ウス 同士 の交配か ら Amdl
‾′‾
マ ウス は全く産まれて こ なか っ た (Fig. 3 -1C andTable 3-2)｡ 更に ､ 1匹の雌 マ ウ ス か らの 産 出数 の平
均が 5.45 と野生型 の交配 の産出数 (お よそ 8-10匹) よ りも低か っ た｡ これは産まれるはず の Am dT
/-
マ ウス が致死となる分 ､ 減少 したと考えられた ｡
Amdl
＋/-
マ ウ ス の表現型
Amdl
'/-
マ ウ ス で は遺伝子 の 欠損により AdoM etD CmR NA が どの ように変化 して い るかを調 べ たo
Amdl'/'､ Amdl
'/･
マ ウ ス の脳と肝臓から分離した全 RN Aを用 い たノ ー ザン ブロ ツ テ ィ ン グを行 っ たと
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Table3-1 Po]ya min e c ol)ter[tsI O D C& r)A A doM etD CA Ctjv .
･
tie sir H JlrioL]StissLLe S 0-wild-ty pe a nd A桝 d)
I/-mice･
Ex c eptllte rtlS, m ale mice w e re tlS edfわr m e asu rem e nt ofpoly amin e c o nte nts, O D Cand A doMetD Ca ctiyities. T he v alue s ar e
e xpr es sed a sthe m e a nj= S. D. forthJ u dete r miT)atio n s.
*
jrく0.0 5; 事*p<0.01co mpared with the wi 1d･ サpe mic e(StLLde nt
'
sI-te st).
rid. , r)otdeter min ed.
Tis su e Ge n otype Polya min epo ols(n m o1/mg pr otein)
Putr es cin e Spe rmi din e Spermin e
En zyrn e a ctivity(pm oJ/ mirl/nlg Protein)
O D C A doM etD C
Brain
Liv e r
Sple e n
Kidn ey
Testis
Ute ru s
十/十
＋/-
＋/＋
十/_
＋/＋
＋/･
＋/＋
＋/_
十/十
＋/-
十/＋
＋/-
0.09土 0.0 2
0.16j= 0.04*
<0.0 1
く0.0 1
3.39土 0.14
3.82j= 0.1 5*
5.24土 1.4 5
6.Ol土 0.64
0.6 0土 0.1 4 1 0.3 2土 1.13
0.9 S土 0.2 0＋* 12.4 0土 0.6 4*
0.3 0j= 0.1 8
0.5 7土 0.0 3
0.3 3土 0.1 2
0.7 0j= 0.1 $
0.4 l士 0.1 5
1.0 4土 0.4 9
2.4 2土 0.3 1
3.1 7土 0.1 9*
4.9 3i 0.4 2
6.4 8j= 0.1 9*
12.6 4j= 2.0 9
14.74土 2.4 2
3.Ⅰ7土 0.】9 <1.0
2.67土 0.1 2* *
5.】4土 0.84
3.99j= 0.20
7.90土 0.7】
6.4 6土 0,56
4.89士 0.31
4.1 3土 0.6 2
7.2 7士 0.52
6.75土 0.8 1
6.0 7j= 2
,
18
<1.0
<1.0
<1.0
<】.0
<1.0
7l.4 土 1.2 1
76.5 土 3.7 4
13.8 j=0.7 4
13.3 j= 0,9 3
rl
.d.
4.61j= I.3 0 rl.d.
】2.5 6土 0.0 0
6.8 9土 2.38
5.S3土 0.Ⅰ4
4.S4土 0.Ill
4,6 9土 0.37
3,7 4j= I.24
2.6 0j= 0,08
1.9 4土 0.】4
7.6 5d= 1.03
3.6 6j= 1.35*
4,12j= 1.26
2.33j= 0.8 7
こ ろ ､ 両組織共に Amdl
'/十
マ ウ ス に比 べ て Amdl
'/-
マ ウ ス の A doM et D Cm R N A の発現量がお よそ半
分 に低下 して い た (Fig. 3-2)c
次に ､ 様 々 な組織の A doM etDC 活性を測定
した と こ ろ､ 測定 した全ての 組織で Amdl
'/-
マ ウ
ス の方が活性 の 低下が見られた ｡ そ して ､ 同時に
測定 した OD C活性は全く変化が無 か っ た (TTable
3-1). そ こ で ､ こ の AdoMetD C活性 の 低下により ､
組織 中の ポリア ミ ン 量 に どの ような変化が ある
か
■
を調 べ た ｡ そ の 結果 , Amdr/十 マ ウ ス に比 べ て
Amdl
＋/-マ ウス の 全て の 組織に お い て ､ ス ペ ル ミ
ン が僅か に減少 し､ プト レ ス シ ン とス ペ ル ミジン
I.iv e r BT ldJ)
＋ル ＋/- ＋〃- ＋/-
A doM elD C
l告srR N A
Fig. 3-2･ No rthe r nblota m IJysjs or A doM et D Cm R N A iT)
theliy e r a nd br ain of And )geT) CJisrtlPted mice･
Nor[he m blot an alysIS Wer eperfTo r m ed u slng 20ltg total
R N A, w a sis olated fro m brain and liv er, a nd
32
p-labeled
A doM etD CCD N Ao rl基srR N ACD N Aprobe.
が僅かな増加を示 した o しか しなが ら､総体的なポ リア ミ ン量 はほ とん ど変化 しなか っ た(Table3-1)｡
こ の 結果は ､ Amdl
'/-
マ ウ ス は発育が正常で あり ､ 形態学的 ､ 病理学的にもお か しな点が無 い事か らも
推測された｡
初期発生 に必須な Amd)遮伝子
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TabLe3-2 Ge n oty piDg Of Au zdl
＋/-
hter c r o s spr ogeny･
Ge n otyplng Of Am dl ge n e w asperfo r m ed by P CR a s
des cribedin M ateria一s a nd Methods. dpc, dayspo st
- coitu s.
Dev elopm e Dtal Nu mber Ger)otype
stage NLI mber /titter
＋/＋ ＋/_ _/-
Ne o n ate
E l().5 dpc
E8.5 dpc
E6.5 dpc
E3.5 dpc
1 2 0 5.45
2 4 6.00
1 9 4.75
1 0 3. 3
6 5 7.56
8 8 0
1 5 0
1 3 0
7 0
3 3 1 5
Amdl遺伝子 の欠損は致死 的 で ある こ と が明
らか とな っ た が ､ A md T
/‾陛は発生段階の どの ス テ
ー ジま で 進 ん で い る か を明 らか に す る た め ､
辛
M e rge
Fig. SIS. T U N E La s s ays iT) the
bLjIStO CyStS･
Amd)
'/'
aJld Am d r
/-bla sto cysts a risl ng
fTr｡ m Am dl
'/I inte rc ro ss w e reis olated
at E3.5. (A, E) P has e- c o ntr ast
photographs of Am dl
十/十
a nd Am dl-I-
blasto cyst. T E, tropho ectode r m c ells;
1 C M,in n er cellm a ss,(B, F)Blasto cyst
stain ed lV仙 D A PI. (C, G) T U N E L
arla]ysis of blasto cyst;(D, I1) M erged
photogr aphs of(A, B and C)o r(E, F
a nd G),
E]a血 cy6t(E 3.5)
1 2 3 4 56 7 8 9 1 0 l l 12
_/_＋/＋ ＋/＋＋/＋＋J＋ ＋/-＋/-＋L ＋/-＋/＋＋/--/
･&,w Tg- e ■ ; E コ
o}E Og- e ■■⊇■⊇
･ei諾 芸 ■コ:=己
d`2XE(
e
-PT
C
, -
Fig･ 3 J･ Expr es sio r - rL a[ys]S Of A doM etD C m R N Aof
b hsto cystsL)y R T
-P C R･
Ge n otyping(a, b) and aJlaysis of A doM etD Cm R N Awith(c)
o r witho ut (a) r e v er s e-tra n sc riptio n of m R N A ir) the
bla sto cysts(E 3.5) arising 丘
･
o m Am dl
十′‾inter cro ss, Existe n c e
of A doMetD C m R N Aw as c o nfir m ed by Jl e Sted P C Ra5
des cribed in M aterials and Methods.
Am dl
'/-マ ウス 同士 の 交配後 ､ 各 ス テ ー ジ の 旺を子
宮か ら取り出 し､ P C Rによ っ て遺伝子型 を判定 したo E 6.5､ E 8･5､ E 16･5､ 新生児 で は Amdl
-/L腫が全く
見 つ か らず ､ 腫が子宮に着床する前 の 路盤胞 (E3.5) で Amdl
-/一旺が確認された (Table 3-2)o Am dl
十/-
マ ウ ス 同士 の 交配に よ り得られた腫盤胞の 遺伝子型 は ほぼメ ン デル の 法則 に従 っ て い た (Table 312;
十/＋‥＋/_:_/; 1:1.9:0.9)o Amdl‾
′‾腫盤胞 は形態学的に A mdl
'/十
腔盤胞と比 べ て ､ ICM (inrln er Cellm ass) と
T E(tropho ectoder m) 細胞は明らか な違 い は無か っ た (Fig･ 3
13 and Fig･ 3-5)D そ して ､ Amdl佃 盤胞は
形態学的に正 常に見えた が ､ 細胞内で ア ポ ト ー シ ス が起き て い る可能性 が有 る こと か ら､ T U N E L法
を用 い て調 べ たが ､ 何 も起き て い なか っ た (Fig. 3-3)｡ 更に ､ AmdT
/‾腔盤胞は AdoM etD Cm R N Aが存
在 して い るか を調 べ るため ､ R T-P C Rを行 っ たo Am dl
＋/I
, Am dl
'/‾旺 は A doMetD Cm R N Aの 存在が確認
された (Fig. 3-4,1a n es2-ll)o しか しなが ら､ AmdT
/-B6に は mR N Aが存在 しなか っ た (Fig･ 3-4,lan es1
a nd 12)o こ の ように ､ Amdl 遺伝子の 欠損は ､ 腫の 子 宮 へ の 着床前まで は正 常に発生が進む が ､ E3･5
以降の ス テ ー ジで早急に致死 となる こ とが明らか となっ た o
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DayOP .5) Day1 Day2
An d *
Am dLt j
Azd L＋
A 椛 打七什
A加 dLt ふ
Abd L･^
DAY3 Day4 Day5
Ⅹ2 0 Ⅹ1 0
I)ay0(Eユ.5) D丑y1 J)ay2 I)ay3 Day4 Day5
王2 0ノ Ⅹ1 0
Fig･ 315･ Cu]tLIr e Of
bl且StO CyStS l
'
n vilT O･
Thebla sto cystsfr o mAm d]
'/-
inte rc ro ss w e re c ultu red in
the abse n c e(A)a ndpr es e n c e
(B) of l トIM spermi din e･
l C M, in n e r c ellm a s s; T G,
trophobla5t gi a nt C e)ls; x20
a nd xl O, m agnific atio n of
photographs･ Experim e nts
w ere r epe ated thr e etim es,
a nd the r e sults wer e
repr odu cible.
ポ リア ミ ン枯渇 に よる A mdl
‾/- 匪 の 発 生不全
Amd T/‾旺 盤胞が 子宮 - の着床以降に発生不全になる原因を調 べ るた め , 陛盤胞 の in vit'10培養 を行
っ たo Fig. 3-5 A に示 した よう に , Am dl
＋'‾腫盤胞の 培養 は Amdl
＋/＋
と同様 の 細胞増殖 と IC Mと T G
(trophoblast giant) 細胞 - の分化が見 られたが ､ Amd T
/-
匪盤胞は培養 3 日 目以降から細胞数 の 顕著な
低下が 見られ たo これ は ､ 細胞数 の 増加 に伴い ､ ポリア ミ ン が枯渇す る こ とで ､ 細胞増殖 の停止 が起
き たもの と推測され た Q そ こ で ､ 1 pM ス ペ ル ミジ ン の 存在下 で 同様 の 培養を行 っ た と こ ろ ､ Amd T
'-
陛盤胞 は Amdl
十′十
､ Amdl
十′一膳盤胞 と同 じくらい に細胞増殖が 回復 した (Fig. 3-5 B)D 以上 の結果 ､ Am dl
-/I
腔 の発 生不全 はポ リ ア ミ ン の 枯渇に よる細胞増殖の 停止 によ るもの で あ る ことが示唆 され た o
考察
A doM etD Cを コ ー ドする A mdl遺伝子は初期発生にお い て必 須な遺伝子で ある辛が 明らかとな っ
た o Am dl‾
/‾ 腫は D NA 合成 の盛 んな E 3.5 の ス テ ー ジまでは正 常に発 生する o こ の ス テ ー ジ まで の 旺は
受精前の 卵か ら大きさが変わらずに卵割等で細胞数 だけが増 えて いく こ とから､ 母性由来の ポリア ミ
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ンが媛存 して い る と考えられ る^, そ の た めに DN A合成には影響がない の かも しれない o 一 方で ､ ポ
リア ミ ン に よ る DNA の安定化(88)､ 岡崎 フ ラ グメ ン トの ライ グ ー シ ョ ン をポ リア ミ ン が刺激す る こと
(89)が報告されて い るが ､ ポ リアミ ン は DN A合成には必要でな い の かも しれな い o 子宮 - の着床以降､
腔はそ の容積と共 に細胞数が 一 気に増加するため ､ 多く の種類 の蛋 白質を合成 しなければならな い o
ポリア ミ ン は細胞 内で は RNA - ポ リア ミ ン 複合体と して主要に存在 して い る事から(27, 90)､ ポ リア ミ
ンが蛋白質合成 に密接に 関係 して い る かも しれない o
動物細胞は ､ ス ペ ル ミジ ン と ス ペ ル ミ ン が主要なポ リア ミ ン として存在 して い る(31, 91)a Am dl
＋/-
マ ウ ス の 様 々 な組織の ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン 量は正 常 レ ベ ル で あ っ た (Table 3-1) が ､ Am dl
‾/-
歴
の両ポリ ア ミ ン レ ベ ル は ､ Amdl遺伝子 の m R N Aが発現 して い ない こ とか ら､ 減少 し､ 代わ りにプ ト
レ ス シ ン が過剰蓄積 して い るかもしれな い o 以前に ､ 3 種 の ポ リア ミ ン はそれぞれす べ て が ､ グ ロ ビ
ン合成を促進す る こ とが できると報告 した($1)｡ しか しなが ら､ そ の促進に対す るプ トレ ス シ ン ､ ス
ペ ル ミジ ン ､ ス ペ ル ミ ン あ至 適濃度はそれぞれ 8-1 0m M ､ 0.4_0.8 m M ､ 0_08_0.1 m M であり ､ プ ト レ ス
シ ン が過剰蓄積 して い た と してもス ペ ル ミジ ン ､ ス ペ ル ミ ン の機能を補う事 は できない かも しれない o
更に､ ス ペ ル ミ ジ ン は eIF5 A蛋 白質の - イブ シ ン化と い う翻訳後修飾の基質に必要 で あり ､ また こ の
ハ イプ シ ン化を受 けた eIF 5 Aは細胞増殖に必須 で ある こ と(92, 93)､ また ､ そ の eIF5 Aレ ベ ル は ス ペ /十
ミジ ン が通常 の 10%以下 にな っ た時 に減少す るこ と(94)が 報告されて い る D これらの事から､ AmdI
-/‾
肱 では ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン の減少が起きた後 ､ eIF 5 Aレ ベ ル の減少が起きて い るかも しれない ｡
マ ウ ス ゲノ ム には イ ン ト ロ ン レ ス Am d2遺伝子が存在する(48)o しか しなが ら､ 第 一 章で 明らかに
した ように Am d2遺伝子 の コ ー ドする A doMetDC は細胞内にお けるA doMetDC活性 へ の寄与は低 い か
もしれない と述 べ た o 今回 ､ Amdl遺伝子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス を作製 した結果､ こ の考えの 正 しい こ
とが明らか とな っ た o
最近 ､ AdoM etD C と並ぶ もう 一 つ の ポ リア ミ ン 生合成律速酵素で ある O DC の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ
ス が作製され､ A doMetDC ノ ッ クア ウ ト マ ウス と 同様 で ､,子宮 - の着床以降の発生に必須な遺伝子 で
あるこ とが 明らか とな っ た(95). しか しながら､ Am dl
-/
贋盤胞 では ア ポ ト ー シ ス は起きて い なか っ た
が ､ O DC
′
1匹盤胞は ､ 同 じ ス テ ー ジ で ア ポ ト ー シ ス が起きて いた 点が違 っ て いた o これは ､ ア ポ ト ー
シ ス が起きるため に はポ リア ミ ン レ ベ ル ､ 特に ス ペ ル ミ ン の減少が必 要で あるこ とか ら(91, 96)､ 母性
由来ス ペ ル ミ ン の浅存量 が Amdl
-/
1匝盤胞 より ODC
/
1旺盤胞 の方 が低い の か も しれない o 現時点では ､
旺盤胞 の ポ リア ミ ン 量を測定する事が 技術的にできな い o
ポ リ ア ミ ン が D N A複製､ 転写､ 蛋白質合成に効果を持 つ こ とに加 え､ ポ リア ミ ン の減少は ､ 初
期発生に重要な D N A メチル化(97)に影響を与えて い るかも しれない o プ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン の
枯渇は ､ DNA
■
メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ を競合阻害す る dc-A doMet の劇的な増加を導く(9S, 99)｡ ま
た ､ 以前に ODC の阻害剤で ある D FMO で処理 した細胞は プ トレ ス シン ､ ス ペ ル ミジ ン が枯渇 し､
AdoMetDC活性が増加 したこ とが報告 され てい る(100)o こ の事 から､ O D C欠損 マ ウス の場合､ プ トレ
ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン の 減少 により､ dc-AdoMet の蓄積が 起こ り ､ ゲノ ム の メチル化が阻害されて い
るかも しれな い o これ に より､ A doMetDC 欠損と ODC 欠損 マ ウス で の初期発生にお ける影響 の違い
を説明でき るか も しれな い ｡
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要 旨
要 旨
持論】 プ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､
.
ス ペ ル ミ ン に代表される低分子塩基性生理活性物質であるポ
リアミ ン は ､ ほとん ど例外無く地球上の あらゆる生物に存在 し､ 生体内にお い て非常に重要な役割を
担 っ てい るo 真核細胞 の ポリア ミ ン は m M オ ー ダ ー と非常に高濃度 に存在 し､
一 価 のイ オ ン を除くと
A TP､ Mg
2＋と共に三 大成分で あ るo そ して ､ そ の繕渇は細胞増殖の 停止 を招く事か らポ リア ミ ン は細
胞増殖必須因子 と して位置付けられ て い る｡ 細胞内ポリア ミ ン 濃度 は生合成 ､ 分解､ 輸送系 により厳
密に調節されて い るo ポ リア ミ ン 生合成の 律速酵素はオ ル ニ チ ン脱炭酸酵素 (O D C) と s- アデ ノ シ ル
メ チオ ニ ン脱炭酸酵素 (AdoMetD C) で ある｡ O D Cはオ ル ニ テ ン か らプ トレ ス シ ン を､ A doM etD Cは
ス ペ ル ミジン/ス ペ ル ミ ン合成の た めの プ ロ ピル ア ミン 供与体 (脱炭酸化S- ア デ ノ シ ル メチ オ ニ ン) を
合成す る｡ O D Cは生体内で最も半減期が短く細胞増殖刺激に より発現の誘導が見られ るな ど､ ガ ン と
の 関連性からも非常 に良く研究が進め られて い る｡ しか しなが ら､ A doM etD Cに 関す る研究は遅れ を
取 っ て い た｡ そ こ で ､ 本研究で は A doM etD C の性質 ､ A doM etD C遺伝子 の構造解析 ､ A doMetD C遺伝
子 の ク ロ ー ニ ン グと発現調節 ､ A doMetD C ノッ ク ア ウ ト マ ウス の 作製 と解析を行 っ た｡
1. マ ウ ス に存在す る 3種 の A doM etD C遺伝 子 の解析
ほ 的】 ヒ ト､ ラ ッ トで は ､ ゲノ ム 上 に複数の A doM etD C遺伝 子 の存在 が報告された o ヒ トの 場合 ､
AM D l､ A M D 2遺伝 子が存在するが ､ 機能的遺伝子 は A M D l遺伝子 の み で ､ A M D 2遺伝子は偽遺伝子
であるこ とが判明 して い る｡ また ､ ラ ッ トでは ､ 異なる プ ロ モ
ー タ ー 配列を持つ Am dlA､ Am dl B遺
伝子が 見つ か っ て い たが ､ そ の後の 解析に よ っ て ､ これらは対立遺伝子 であ るこ とが示 された｡ そ し
て ､ そ の 他に 3種 の遺伝子 が存在するが ､ 機能的遺伝子 は 1種だ けで ､ 他は全て偽遺伝子で ある こと
が明らか となっ て い る ｡ マ ウ ス に関 しては ､ イ ン ト ロ ン レ ス で あり なが ら機能的な A doM etD C遺伝子
がク ロ ー ニ ン グされ たが ､ そ の アミノ酸配列の
一 部が これ まで に報告されて い る A doM etD Cと
一 致 し
ない こと から､ マ ウ ス の ゲノ ム 上にも複数の A doMetD C遺伝 子 の存在が示唆された ｡ そ こ で ､ まず初
めに マ ウ ス ゲノ ム 上 に存在す る A doM etD C遺伝子 の 単離 を試 みた｡
【結果】 ゲノ ム D N Aライブラリ ー の ス クリ ー ニ ン グ ､ 及 び DN Aゲノ ム ウオ - キ ン グを行 っ た結果 ､
3種 の A doM etD C遺伝子上流領域 をク ロ ー ニ ン グした o そ して ､ それぞれ Am dl､ Amd2､ Am d3遺伝子
と名付 けたo こ れ らの遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 活性 をリポ ー タ ー 遺伝子 と してル シ フ ェ ラ
- ゼ (L U C)
を用 いて測定 したとこ ろ ､ Amdl遺伝子 プ ロ モ ー タ - が最も強 い活性 を示 した｡ 次に ､ 3種の 遺伝子 の
構造をpCR にて解析 した ところ､ Amdl遺伝子 は エ キ ソ ン - イ ン ト ロ ン の構造 を持 っ て い る事が ､ ま
た､ Am d2､ Amd3 遺伝子 はイ ン ト ロ ン レ ス で あるこ とが 示唆された｡ そ して ､ 更なる塩基配列の 解析
の結果､ Amd2 遺伝子 はイ ン トロ ン レ ス でありなが ら機能的 A doM etD C を コ ー ドして いた が ､ Amd3
遺伝子 は 2 塩基 の 欠失 の た め偽遺伝子 で ある こ とが 明 らか とな っ た o A md2 遺伝子 の コ ー ドす る
A doMetDC は2 ケ 所の ア ミノ酸置換 (Met-7 0一 Ile､ Ala-139 - Vat) が起きて いたため､ 大腸菌で発現
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誘導 し､ そ の 活性 を測定 した と こ ろ ､ Am dl遺伝子が コ
ー ドす る AdoMetDC よりも酵素活性が低下し
て いた o また ､ Ado MetD C は､ 最初プ ロ エ ンザイ ム と して番訳された 後､ 非酔棄的に G hl-6 7と Ser-6S
の 間で プ ロ セ ッ シ ン グを受け､ 活性型となるが ､ Amd2遺伝子 の コ ー ドす る AdoM etD Cは そ の プ ロ セ
ッ シ ン グ活性 も低下 して い たo そ こ で ､ プ ロ セ ッ シ ン グ部位に近い ne-70を元 の Metに戻すと ､ 酵素
活性とプ ロ セ ッ シ ン グ活性 の両活性が 回復 した o更に ､ R T-PCR 法によ りF M3 A細胞で の Am dlと Am d2
遺伝子由来 血R N A発現量を測定す ると A mdl遺伝子由来 mR N Aが 強く発現 して い た o また ､ FM 3 A
細胞に比 べ て A doM etDC が約 5倍過剰産性 して い る SAM -1細胞では ､ そ の酵素量に依存 して約 5倍
の Am dl遺伝 子 の 増幅が 見られた o 以上 の結果か ら､ マ ウ ス にお ける主要な A do MetDC 活性は Am dl
遺伝子 からの 発現で あ る事が 明らか とな っ た o
2. マ ウ ス A doM etDC 遺伝 子 (A mdl) の 構造解析
【目的】 マ ウ大 の主要な A doM etDC 活性は Amdl遺伝子 からの発現で ある こ とが 明らかと なっ た こ と
から､ 更なる A doM etDC の 詳細な解析 の た め全長 Amdl遺伝子 の単離 を試み た o
【結果】Amdl遺伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領域､ イ ン ト ロ ン Ⅰ､ 及び A doMetDC cD N Aをプ ロ
ー ブ に用い て ､
ゲノ ム D N Aライ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ した結果 ､全長 Amdl遺伝子 を網羅す る3種類の ク ロ
ー ン
g Am d l-5 5､ g Am dl
-65､ g Am dl-100が単離された o こ れらの塩基配列を決定 した結果 ､ 血 dl遺伝子は
ェ キ ソ ンが 8個､ イ ン ト ロ ン が 7個で構成され､ 全長約 15■kbで あ っ た o そ して ､ エ キ ソ ン
ー イ ン ト
ロ ン の 結合部位 は全 て GT/AG風 に当て はま り ､ ラ ッ トAmdl B遺伝子 の エ キソ ン
ー イ ン ト ロ ン結合部
位と完全に - 敦 した ｡ 次 に ､ A mdl遺伝子 の染色体 マ ッ ピ ン グを行うた め ､ ダイ レ ク ト R- バ ン ディ ン
グFIS Hを行 っ た o そ の結果 ､ Amdl遺伝子 は第10染色体の B 2バ ン ドに マ ッ プ された o こ の領域は ヒ
トの 第6染色体と相 同性が あり ､ ヒ トの A M D l遺伝子は こ の領域 6q21-q2 2に マ ッ プ されて い る ｡ 続
い て ､ Am dl遺伝子 プ ロ モ - タ 一 括性の機能解析の た め､ 転写開始部位か ら上流領域が最大4 812nt､
最小 141nt の 様 々 な長さの 上流配列を含む リポ
ー タ ー 遺伝子 (LU C) プラ ス ミ ドを使 い ､ プ ロ モ ー タ
ー 活性を測定 した｡ そ の結果 ､ プ ロ モ ー タ ー の最大活性は 378nt上流領域まで含むプ ラ ス ミ ドを使用
した時に認め られ ､ こ の領域には TATAbo xと 2個の GCbo xが含まれて いた o AdoM etD Cの 5
'
-tmR
に は､ Met- Ala- Gly- Asp-Ile-Ser と いう 6 アミ ノ酸を コ
ー ドす る uOR F(tIPStre a m Open re ading丘an e) が
存在 し､ Ad.MetDC の葡訳詞節を行 っ て い るo t10 肝 による発現制御とポ リ ア ミ ン の 関係 に つ い て解
析するた め ､uORFを含むp(-777/＋33)Amdl- L UC､ 含まない p(-7 77/＋3)Am dl- L UC を安定導入 した F M3A
細胞を用い て O D Cの 阻害剤で ある DF MO(α -difln oro m ethylomithin e) もしくは ポ リア ミ ン存在下で培
養後 ､ ル シフ ェ ラ ー ゼ活性を測定 した ｡ そ の 結果 ､ 廿ORF を含む場合 ､ D F MO によるポリア ミ ン 欠乏
時には活性が増加 し､ 過剰ポ リア ミ ン で ､ 活性の 減少が見られたが ､ tlO RF を含まない場合は コ ン ト
ロ ー ル (SV 40プ ロ モ ー タ ー ) と変わらなか っ たo また､ t10Rf を含む場合 ､ 含まない場合 に比 べ七活
性が 1/20に低下 したo そ して ､ こ の活性 の変動 は mRN A に依存 しない こ とか ら､ uOR Fは AdoMetD C
の翻訳効率を負に制御するだけで なく ､ 細胞 内ポリアミ ン 量に反応 して A doMetD Cの 翻訳量を正 と負
に調節 して い る事が 明らか となっ たo
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3. Am dl遺伝子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス の 作製と解析
ほ 的】 細胞増殖必須因子 で あるポ リア ミ ン は ､ そ の他にも生体内で様 々 な機能を して い ると考えら
れて い る o これまで の ポ リ ア ミ ン機能解析は ､ 主 と して培養細胞 レ ベ ル で行われてきた o そ こ で ､ dmdl
遺伝子 の ク ロ ー ニ ン グに成功 した こ とか ら､ ス ペ ル ミジ ン/ス ペ ル ミ ン 欠損 マ ウス を作製 し､ 個体 レ ベ
ル で ポ リア ミ ン の機能を解析す るた め ､ Am dl遺伝子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス の作製を行 っ た ,
【結果】 タ - グ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は ､ Am dl 遺伝子 の葡訳開始点 を含む エ キ ソ ン 1 を欠失させ る よ
うに構築 し､ ES 細胞 (腔性幹細胞) に導入 した o PCR とサ ザ ン ブ ロ ツ ティ ン グによ っ て 24 0ク ロ ー
ン の ス クリ ー ニ ン グを行 い ､ 相 同組換え ES 細胞を 6 ク ロ ー ン分離 した o こ れ らの ク ロ ー ン を旋盤胞
(3.5 日腔) に注入 し､ キメ ラ ､ Am dl
'/-
､ Am dl
-I-
マ ウ ス の 作製を順次行 っ た o しか しなが ら､ Am dl
-i-
マ ウ ス は ､ Am dl
'/-
マ ウ ス 同士 の 交配に より産まれて来な い こ とか ら致死 で ある こ とが明らか とな っ たo
次に ､ 産 まれてきたAmdl
＋′-
7 ク ス の表現型 を調 べ た結果 ､ 全く 正常で あっ た c. そ こ で ､ 各臓器 の ポリ
ア ミ ン 定量を行 っ た と こ ろ ､ ス ペ ル ミ ン量が わずか に減少 し､ 代わ り にス ペ ル ミ ジ ン 量が わずか に増
加す る傾 向で あっ た が顕著なポ リア ミ ン 量の 減少は見られなか っ た . 続 い て ､ Amdl
- j
'
-
マ ウ ス が どの農
階まで発生 ･ 分化が進ん で い る の かを明らか にす るた め ､ 様 々 な発生農階の 腔を取りだ し､ そ の遺伝
子型 をPCR に より決定 した o そ の結果 ､ 受精後3.5 日の 肱盤胞まで は Am dl
-/
贋 が確認されたが ､ それ
以降の発生最階で は見 つ からなか っ たo そ こ で ､ 血 dr
/‾
マ ウ ス 同士 の 交配後の 匪盤胞を分離 し､ in vitro
培養を行 っ た 白 そ の 結果 ､ 形態学的に Amdl
-/‾
肱 の異常は見られなか っ たが ､ Am dl
'/一 由来 の細胞と比 べ
て ､ 培養 3 日 目頃か ら細胞増殖 の停止 が見られ たo そ して ､ こ の停止 は ､ ス ペ ル ミ ジン 存在下で 同様
の 培養 を行うと細胞増殖 の 回復が見られ た o この 事より ､ Am dl
-/-
旺は ポリ ア ミ ン の 枯渇 によ る細胞増
殖の停止 が起 こ り ､ 敦死 となる事が明 らかと なっ た ㊦
【総括】 マ ウ ス の ゲ ノ ム 上 に存在す る 3種の AdoM etDC 遺伝子 をク ロ ー ニ ン グし､ そ れ らの遺伝子 の
機能と構造 ､ それらの コ ー ドす る A doMetDC の性質を明らか に した oそ の中で も特 にAm dl遺伝 子は ､
細胞 内の 主要な AdoM etDC 活性に寄与す る遺伝子で ある こ とを証明 した o Am dl遺伝子 の ノ ッ クア ウ
トマ ウス を世界で初めて 作製 し､ 発生の 初期 に敦死となる こ とか ら生物に と っ て大変重要な遺伝子で
ある こ とを明らか に したo
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